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aminoglycoside抗 生 剤 の腎 細 胞 内 分 布 につ い て,tritium標 識Kanamycin,Dibekacinを 用 い

てsubcellular levelで の検 討 を試 み,ま た そ の結 果 と して 示 唆 され た,こ れ ら薬 剤 の腎 皮 質 細 胞

内蛋 白合 成 作 用 の 阻 害 につ い て検 討 し,以 下 の結 果 を 得 た。

1.aminoglycoside抗 生剤 は,ラ ッ トの腎 皮 質 内に と りこ まれ 蓄 積 され る。

2.腎 皮 質 細 胞 内 で は,rough microsome分 画,特 にribosomeに 高 濃 度 に 分 布 し,投 与24時

間後 で も蓄 積 が 顕 著 で あ る。

3.aminoglycoside抗 生 剤 とribosomeと の 結 合 は,in vitroの 実 験 系 で も 同様 に観 察 され,

肝,腎 いず れ のribosomeに も強 固 に 結 合 し,臓 器 に よる 特 異性 は認 め なか った 。

4.aminoglycoside抗 生 剤 とsubmicrosome分 画 中 のRNAと の比 は,ど の分 画 中 で も一 定 で

あ り,こ れ ら薬剤 は蛋 白 よ りもRNAに 対 応 して 結 合 して い る こ とが 示 唆 され た 。

5.aminoglycoside抗 生 剤 に よ り前 処 置 を 行 な った ラ ッ トで は,in vivoに お い て3H-leucine

の と りこみ が 抑 制 され,こ の合 成 抑 制 には 薬 剤 濃 度 依 存 性 が認 め られ た 。

6.Kanamycin投 与 ラ ッ トの 肝 で は,3H-leucineの と りこみ 阻 害 は認 め られ ず,薬 剤 の臓 器 内

濃 度 の差 に よ る結 果 が顕 著 で あ った 。

7.ラ ッ ト腎 皮 質ribosome分 画 を 用 い たin vitroで の蛋 白合 成 実 験 で は,aminoglycoside

抗 生剤 の阻 害 作 用 は 各 薬 剤 の 腎毒 性 に ほ ぼ比 例 し,そ の阻 害 の 強 さ はDibekacin,Gentamicin,

Netilmicin,Kanamycinの 順 で あ った。

aminoglycoside抗 生剤(以 下AGsと 略す)は,強

力 かつ広範囲な抗菌 力を もつ優れた化学療法剤であ る。

しかしながら,こ の薬剤には腎障害 とい う重大 な副作用

があ り,臨 床使用上い くつかの間題 を提起 している。 こ

の副作用 についての理解をすすめ,薬 剤 のよ り安全 な使

用法を考えるこ とは,今 日の治療 医学 に とってきわめ て

有意義であろ う。

AGsの 腎毒性 につ いてはいろいろな報告 があ る が,

形態学的には腎の主な病理学的変化は,近 位尿細管上皮

細胞の変性壊死であ り,超 微細構造的,細 胞化学 的な研

究 では,AGsは,尿 細 管上皮細胞のlysosomeに 集 ま

り,こ のlysosomeの 障害 に よ り細 胞 の 変性 壊 死 を起 こ

す の で は な い か とさ れ て い る1～4)。

わ れ わ れ も数年 来,各 種 抗 生 剤 お よび,血 漿増 量 剤 に

よ る腎 障害 の 研究 を続 け て き た が,AGsお よびDex-

tran,Sodium alginateな ど は,lysosomeに 集 積 し,

そ の 障 害 を 起 こす こ とを 確 認 した5,6)。

しか しな が ら,一 方AGsの 抗 菌 力 に つ い て 考 え てみ

る と,AGsの 抗 菌 作 用 は細 菌 細 胞 のribosomeに 対す

る作 用 で あ り,ribosomeで の 蛋 白 合 成 阻害 に よ り抗 菌

作 用 を 発 揮 す る もの と され て い る。 ヒ トな どの 真 核 細胞

は細 菌 な ど の前 核 細 胞 と はribosomeのsubunitが 異
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なっており,AGsの 作用 を受け ない。すなわちAGsは

選択毒性を持 ってい るといわれてきた,}。

われわれは,AGsの 腎細胞 内の動態について,2き3

の検索をすすめる うち に,AGsはlysosomeに 集 まる

のは勿論であ るが,こ のほかにribosomoと も関係があ

ることを見出 した。 この知見はAGsの 腎障害を迫求す

る上で,ま ことに興味あ るもの と思 われるので,報 告す

る。

I. AG8の 細胞 内と りこみ(in vivo)

1. 第 実験材料 および方 法

生後12～16週 令 のWistar系 雄性 ラッ ト(九 大純系

動物飼育室)を1群4～5匹 とし,水 分投 与Kanamy-

cin(以 下KM)投 与群,48時 間脱 水KM投 与群,48

時間脱水Dibekadn(以 下DKB)投 与群,無 処置対照

群の4群 に分けて用 いた。抗生剤 の 投 与 量 は3H-KM

300mg/kg(120μCi/kg),3H-DKB150mg/kg(120

μCi/kg)で,各 抗生剤の比放射能はそれ ぞ れ3H-KM

32.9μCi/mg,3H-DKB29.9μCi/mgで あ り,各 原末

と混和 して生理食塩水に溶解 し大腿筋 に投与 した。 ラ ッ

トは,薬 剤投与後直 ちに水分を補給 し,屠 殺 前24時 間

絶食とした。

断首屠殺後,腎 を氷冷 した0.45Mシ ョ糖液約30ml

で 灘 流 し,直 ち に皮 質 髄 質 を 分雌 し,髄 質 は ホ モ ジ ナ イ

ズ後 放 射 活性,蛋 白 の 測定 に 供 した。 腎皮 質 はWaring

blcndcrを 川 い0.5Mショ 糖 液pH7.0中 で ホモ ジ ナ

イ ズ し,綿 布 で 炉過 し,Table1に 示 した よ うに分 画 遠

心 を 行な い 各 顆 粒 を 分離 した 。heavy milocl}ondria(以

下Mt.分 画), crude lysosome(以 下Ly,分画)は そ

れ ぞ れ ピペ ッ トで 分 取 し,0.45Mショ 糖 液 に懸 濁 して

5,900×g5分 問 遠 心 を2度 く り返 してMt.とLy.を

分 離 し8そ れ ぞ れMt.分 画,Ly.分 画 と した。 ま た,

light mitochondria分 画 中 には,か な りの量 の小 胞 体,

形 質 膜,刷 子 縁 な どの混 入 が 認 め られ た た め,dataよ

り省略 した 。 さ らにmicrosome分 画(以 下s-Ms.,r-

Ms.)は,DALLNER8)の 方 法に よ りTable2に 示す よ う

に、DOC処 理 を 行 ない,内 容 物,膜 成分,ribosome分

画 に細 分 画 した 。 この方 法 に よ り分 画 を 行 な った対 照 群

につ い て,各 顆 粒 の 標 識酵 素 の分 布 を 測 定 し,実 験 条 件

の 可否 につ い て 検 討 を 行 な った 。

2. 活 性 の測 定

acid phosphatase活 性 は,P-nitrophenyl phosphate

を 基質 と して, alkaline phosphataseは 同 基 質 を用 い て

0.1M-glycine-NaOH buffer pH9.5を 用 い て 活性 を測

定 し た 。glucose-6-phosphataseはglucose-6-phos-

Table 1 Preparation of kidney subcellular fractions
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Table 2 Preparation of •ubmicrosomal fractions 
(Deoxycholate treatment)

phateを 基 質 と し,加 水 分解 に よって 生 成 した 遊離 の無

機 リンを,FISK£ ら9,の 方 法 に よ り測 定 した 。cytochro-

me oxidaseは1.7×10-5Mの 還 元 型cytochromeCを

基 質 と して,COOPERSTEINら10)の 方 法 で 測 定 した。 蛋 白

質 は,牛 血 清 ア ル ブ ミンを標 準 と し,LOWRYら11)の 方

法 に従 って 定量 した 。RNAは5%過 塩 素 酸 溶液 中 で.

80℃,20分 加 温 して 抽 出 し た 後,オ ル シ ノー ル 法 で比

色定 量 した 。放 射 活性 の測 定 は 溶 解 補 助 剤 と し て,

Amersham/Searle製NCSを 添 加 して 蛋 白を 溶 解 した

後,toluenシ ンチ レー タ ー(POPOP0.1g,DPO4g/

toluen1,000ml)15mlを 加 え て よ く混 和 しPackard

3375型 液 体 シ ンチ レー シュ ン カ ウ ンタ ー にて 放 射 活 性

を 測 定 した 。

BUNの 測 定 は小 野 薬 品 製 ユ ー グ ラ フを 用 い た。

3. 実験 成 績

Fig. 1 Serum concentration of 3H-KM and 3H-

DKB. KM 300 mg/kg (120 ƒÊCi/kg), DKB 150 

mg/kg (120 ƒÊCi/kg) 1. m.

Table3は 無処置対照群腎皮質 の分画遠心後の各酵素

の分布を示す もので,各 酵 素の比活性 の上昇をそれぞれ

ホモジネ ー トの比活性 と比較 検 討 す る と,acid phos-

phatase活 性はLy.分 画 で 約5倍,cytohrome oxi-

dasc活 性はMt.分 画で約8倍,glucose-6-phospha-

tase活 性は,s-Ms., J-Ms.分 画 でいずれ も3倍 以上,

RNA含 量はribosome分 画で約25倍 の上昇を示し,

今後 の実験に充 分用い られる分離 法であると考 え られ

る。 したが って これ ら分画中のKM,DKB濃 度を測定

す ることに よ り,各 顆粒内に分布す る薬剤濃度を得たも

のと考えて よいであろ う。

1) 血中濃度

3H-KM ,3H-DKB投 与後 の血中濃度の推移は,Fig1

Table 3 Specific activities of some enzymes of rat kidney homogenate 
and subcellular fractions (Control)

*

: % of total homogenate
**

: mƒÊ moles of substrate hydrolysed/min./mg of protein
***

: mƒÊ moles of reduced cytochrome G oxidized/min./mg of protein
****

: ƒÊg RNA/mg of protein

Values are expressed the average of three experiments
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Fig.2(a) Concentration of 8H-KM in rat kidney 
(Water ad libitum)

Fig.2(b) Concentration of 3H-KM in rat kidney 
(Dehydrate)

Fig. 3 Concentration of 8H-DKB in rat kidney 

(Dehydrate)

に表わ した ように投与1時 間後 まではほぼ投与量に比例

し,DKBはKMの 約1/2量 の濃度を示 している。 また

水分投与群(非 脱水群)で はKMは 速 やかに排泄 され,

24時 間後 で は13μg/mlと30分 値の約1/45に 減少 し

ているが,脱 水群 では3時 間後 よ り排泄の阻害が認め ら

れ,KM投 与群 では24時 間後 も36μg/mlと 非脱水群

の2倍 以上の高値を示 してい る.こ の現象は脱水DKB

投与群 で顕著に認め られ,投 与24時 間後 も30分 値 の約

1/3程 度 の高濃度 を保 ち,明 らかな排泄の阻害が認め ら

れた。

2) 腎内濃度

8H-KM投 与後の腎内濃度 は
,Fig2a),b)に み ら

れ るよ うに,非 脱 水群 では時間の推移 とともにKM濃

Table 4 Distribution of 3H-KM in rat kidney subcellular fractions (Water ad libitum)

μg* : ƒÊg KM/mg of protein

%** : Recovery of total homogenate
Serum*** : pg KM/ml
Values are expressed the average of three experiments
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度が 漸減す るのに比べて,脱 水KM投 与群ては腎皮質

内のKMの 嵩破が苫明であ り,21時 間後 も高値丈残 存

している。脱水DKB投 与群で も同様に腎皮 質内DKB

の蓄搬が 忍め られ,脱 水による葉剤の腎皮質内瀞 留が明

らか で訪った (Fig.3)。

3) BUN

凋脱 水KM投 与郡 では,軽 度 の腎障宵 を示 し24時

川後 のBUN値 は 平均54.6mg/dlで あった。脱 水KM

投 与群は,2は1、}問後のBUNの 上昇が著 しく,15匹 東

5匹 は150mgld1以 上を示 し,他 のノ ッ トもすべ て60

mg/d1以 上 と高仙 を示 した。脱水DKB投 ケ群 では この

傾 向は さらに強 く認め られ,全 例100mgld1以 上の高

値を示 し,12例 中8例 は150mg/dl以上 とな り明 らか

な急性腎障害を認めた。

4) 細 胞 内 小 穎 救 へ の 分 布

3H- KM投 伊後 の細 胞 内小 器 官 へ の分 布 は
。 Table4,

F麻4に み られ る よ りに,非 脱 水群 では 投 与1時 岡 でピ

ー クに連 し,以 後 漸 減 す るが,特 に 注 目す べ き こ とは

r-Ms.中 に 早 期 に,高 濃 度 に 分 布 す る こ とであ り,こ れ

は24時 間 後 に もほ とん ど変 化 せ ず 高 値 を保 ってい る。

したLy.分 画 で は3時 間 後 に ピー クに連 し,や はり24

時 間 後 で も蓄 積 され て い る。 さ らに,こ のMs.分 画 を細

分 画 した 納 果 で ば, Table4, Fig.5に み られ るよ うに

0.5% DOC不 溶 性 分画(ribosome分 画)中 に 非常に

高 農 度 に 分 布 し,投 与24時 間 後 で も血 中 濃度 の減少に

もか か わ らず な お高 仙 を保 っ てい る。 この際 の酵 素の分

布 パ タ ー ンは,Table5に示 した よ うに,Ly.分 画 での

acid phosphatse 活 性 の 低下,Ly.分 画, Mt,分 画中

Fig.4 Concentration of 3H-KM in subcellular 
fractions of kidney cortex (Water ad libitum)

Fig.5  Concentration of 3H-KM in kidney sub-
microsomal fractions (Water ad libitum)

Table 5 Specific activities of some enzymes of rat kidney homogenace.and 
Subcellular fractions 24 hr. after the administration of KM 

(Water ad libitum)
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で のcytochrome oxidase活 性 の低 下 が顕 著 で あ るが,

これ は細胞 の変 性 に よる顆 粒 の比 重 の 変 化,凝 集 の 結

果を表 わ した もの と 考 え ら れ,Ms.分 画 中 で のacid

phosphatase活 性 の上 昇 と と もに,大 部 分 のcytochrome

oxidase活 性 が150×gの 沈 渣 お よび 核 分 画 中 に 回収 さ

れた。 またribosome分 画中のRNAf含 量も低下 してい

るが,ま だ障害は軽度 であった。 脱水KM投 与群では,

KM濃 度はTabb6の よ うな分 布を示すが,腎 皮質 ホ

モジネー ト内KM濃 度の増加が認め られ る。KM投 与

1時 間後 まではほぼ非脱 水群 と同様のパ ター ン を 示 す

Table 6 Distribution of 'II KM in rat kidney subcellular fractions (Dehydrated)

μg* : jg KM/mg of protein

%** : Recovery of total homogenate

Semm*** : ƒÊg KM/ml

Values are expressed the average of three experiments

Table 7 Specific activities of some enzymes of rat kidney homogenate and 

subcellular fractions 24 hr. after the administration of KM 

(Dehydrated)

* : % of total homogenate
**

: mƒÊ moles of substrate hydrolysedjmin./mg of protein

***
: mƒÊ moles of reduced cytochrome C oxidized/min/mg of protein

**** : ƒÊg RNA/mg of protein

Values are expressed the average of three experiments
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か,3時 間後 でばす てに腎障害に よると思われ る細胞の

変性の影響が現われ,酵 素の 分布バ ター ンに 変 化 が 生

じ,24時 間後 では さらに激 しい変動を示 した(Table7)。

この時点では60%以 上のKMが150×g沈 査お よひ核

分画中に回収され,ribosomc分 画てのKM濃 度が激 減

しているが,こ れは願粒か らのKMが 消失ではなく,

細胞の憂性に より顆粒の分布パ ターンに変化を生 じた結

果であ り,こ の ような障害腎ではすでに正常 な顆粒の分

離が不可能 とな ってい る。す なわち各酵素の全活性はほ

とん ど対照群 に比ベ て低下 し,acid phosphatase活 性

Table 8 Distribution of 3H-DKB in rat kidney subcellular fractions (Dehydrated)

μg* : ƒÊg DKE,mg of protein

%** : Recovery of total homogenate

Serum*** ƒÊg DKB m
Values are expressed the average of three experiments

Table 9 Specific activities of some enzymes of rat kidney homogenate and 
subcellular fractions 24 hr. after the administration of DKB 

(Dehydrated)

* : % of total homogenate
**

: mƒÊ moles of substrate hydrolysed/min./mg of protein

***
: ƒÊg moles of reduced cytochrome C oxidized/min./mg of protein

****

ƒÊg RNA/mg of protein

Values are expressed the average of three experiments
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を指標 とするLy.顆 粒の変性(s-Ms..r-Ms.で の同酵

素の活性の上昇),Mt.,Ms.分 画 などの凝集が顕 著であ

った。

脱水DKB投 与群 で も こ の 傾 向は同様 に 認 め ら れ

(Table8,9),酵 素分布パ ターンの変動 と と も に8H-

DKBの 分布も異常を示 し,DKBに よる細胞 の 変 性,

崩壊を示唆す る結果 を得た。

しか しKM,DKB,い ずれ の薬剤 も投与後30分 です

でにribosome分 画中に高濃度に分布 し,少 な くとも細

胞変性が軽度であ った3時 間後 までは他の細胞内顆粒 に

比べて著 しい高値を保 っている。 また この 分 画 は0.26

%DOC, 0.5% DOC処 理 によって得 られた 沈 渣 で あ

り,こ のよ うな厳 しい条件下 において も遊離せず残存 し

ていることか ら,KMお よびDKBは 腎ribosomeと

かな り強固な結合を しているものと考 えられ る。

Table 10はKM,DKB投 与1時 間後 の各薬剤 の細胞

内分布を比較 したものであ るが,KMは300mg/kg,

DKBは150mg/kg投 与で あ り,血 中濃度はそれに比

例してKMはDKBの2倍 値を示 しているにもかかわ

らず,腎 皮質 内と りこみは両薬剤 ともほぼ等 しく,各 分

画中にもLy.分 画を除いてほぼ同程度 に分布 し,ribo-

someと の結合量はKMよ りもDKBが より高値 を示

した。当然の結果 として細胞質可溶性分画 中のDKB濃

度はKMに 比べてはるかに低 く,1/2以 下 の低値 であ

った。この ことはDKBはKMよ りも腎皮 質内に とり

こまれやす く,蓄 積の程度 も激 しい ことを意 味す るもの

Table 10 Comparison of 3 H-KM and 3 H-DKB 
concentration in kidney subcellular 
fractions after the administration at 
1 hr.

μg* : ƒÊg. KM and DKB/mg of protein

%** : Recovery of total homogenate 
Serum*** : ug KM and DKB/ml 

Dosage : KM 300 mg/kg(1204,ƒÊCi/kg) 

DKB 150 mg/kg (120 ƒÊCi/kg)

で あ り.前 述 した血中濃度 の排泄阻害 と併せ 考えて非僧

に興味 ある結果を得た と考 えられ る。

また肝臓rhの8H-DKB濃 度 も検 討したが,投 与1時

間後 において ホモジネー トで0.17μg/mg蛋 白質 で あ

り,腎 皮質 ホモジネー トの約1/50の 濃度であ った。分

画後 の 各分両 内分布は,腎 と同様riboSome分 画中でホ

モジネー トの約14倍 と最 高値を示 したが,腎 に比べて

はるかに低値 であった。

II. in vitroに おけるAG8とmicrosomeと の結合

前述の ように,in vivo実 験 系ではKM,DKBは,

r-Ms,特 にribosomcと 強 く結 合 してい るが,in vitro

の実験系で,は た して同様の現象が起 こ りうるか どうか

について検討を行なった。

1. 実験材料 および方法

正常 ラット腎皮質 を0.45Mショ 糖液 中で ホモジナイ

ズ し,10,000×g20分 間遠心後の上清(以 下10,000×g

上清)を さらに105,000×g60分 間遠心 して 全micro-

some(以 下Ms.分 画)を 得 た。 このMs.分 画に,

Table 11に 示 した ように3H-KMを 添 加 し,105,000

×g60分 の遠心 を くり返 して吸着 した3H-KMを 除い

た後,沈 渣 を0.45Mシ ョ糖 液に懸 濁 して3H-KM結

合Ms,分 画 とした。 反応系には肝細胞可溶性分画 を 添

加 し,RNAase inhibitorの 供給源 と した。

2. 実験成績

1) KMとmicrosomeと の結合

Fig.6は 添加 したKM量 とMs.蛋 白へ のKMの 結合

量を表わ した もので,両 者の間には明らかな相関関係が

認め られた。

Table 11 Preparation of 3H-KM bound microsomes
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Fig. 6 Correlation curve of 3H-KM and microso-

mal protein

2) pHお よびKCI溶 液に よるKMの 遊離

KM結 合Ms.分 画において,KMの 結合様式を検討

す る手段 の一つ として,pHに よるKMのMs.分 画

か らの遊離 について検討 を行な っ た。Table 12に 示す

ように,分 離 したMs.分 画 中 に,Table 11の 方法で

8H-KMを 添 加 し
,過 剰のKMを 除 い たKM結 合

Ms.分 画をBRITToN-RIBINSON12)の 広域緩衝液pH4～

10に 懸濁 し,二 度遠心 を くり返 し て 上 清,沈 渣 中の

3H-KM濃 度を測定 した
。同様の実験を1.14%KCl溶

Fig. 7 Effect of pH and KC1 on the release of 
3H-KM  from microsomes (Britton-Ribinson
buffer end 1.14%, 7.5%, KCl)

液,次 いで7.5%KCl溶 液 を用 いて行 ない。 塩による

Ms.分 画か らのKMの 遊離について検討 した。結果は

Fig7に 示す よ うに,KM-Ms.の 結合はpH5～6で 最

も強 く,pHが アルカ リ側 に傾 くにつれてKMの 遊離

が増 加す る ことが認め られたっ対照 として示 した 結果

は,0.45Mシ ョ糖 液pH7.0中 で同 じ操 作を行なった

ものであ り,等 張 シ ョ糖液中ではKMは ほ とんどMs.

より遊離 しないことがわか った。 また塩に よる洗浄の結

Table 12 Preparation of 3H-KM bound microsomes
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Fig. 8 Effect of pH on the release of 8H-KM 

from microsomes

果でも,7.5%と 高濃度のKCI液 を用いたに もかかわ

らず,沈 渣中のKM濃 度 は全Ms.分 画 中の16%程 度

も残存 していた。 またpH10の 緩 衝液で処理 した結果

でも,沈 渣中のKM量 は全Ms.分 画中 の15%を 示

し,か な り強固な結合であるこ と,単 なるイ+ン 結合の

みでないことが明確 にな った。Fig.8は,KM-Ms.蛋

白の結合に及ぼすpHの 影響を図にま とめて表わ した も

のである。

3) 臓器特異性について

前述の ようなKM-Ms.の 結合が,腎ribosomeに 特

有なものか,ま たはある程度の濃度 があれば どの臓器で

も起 こりうるか どうかについて以下 の検討 を 加 え て み

た。

比較する臓器 として,ラ ッ トの腎臓 および 肝 臓 を 用

い,両 臓 器のMs.分 画についてKMの 結合を検討 し

た。腎皮質,肝 臓はそれぞれ0.45Mシ ョ糖液,0,25M

ショ糖液pH7.0中 でホモ ジナイズ し,10,000×g上 清

を得,こ の中に3H-KMを4μg/mg-蛋 白 とな るよう

に添加し,Table1,2に 示 した よう な 方 法 でs-Ms.,

r-Ms.の 分離 お よびribosomeの 分離を行 な い,各

Table 13 Comparison of a II-KM concentration in 
submicrosomal fractions of rat kidney 
and liver

μg *:μg  KM/mg of protein
% * *:

 Recovery of 10,000•~g supernatant

分画中の3H-KM濃 度 を測定 した。Table13は その結

果を示 した ものであるが,in vitroに おいては腎,肝,

いずれ の臓器で もKMは 同等にribosomeと 結合 し,

臓器に よる特異性は認め られなかった。

4) KMとRNA

前述の ように して得 られた腎Ms.細 分 画 中 のKM

とRNA含 量の比を検討す ると,Table14に 示 した よ

うに,KMはMs,の 蛋 白質ではな くRNAに 対 して

一定 の割合で結合 していることが明 らかにな った。 この

結果 をさらに確認するため,得 ら れ たKM結 合Ms.

分画 について,蛋 白とKMと の関係を検討 してみた。

Table15に 示す ように,DOC,KCI液 などの処理を行

な うにつれて,蛋 白は可溶性分画へ移 行 し,ribosome

分画 ではわずかに17%程 度残存するのみであるが,KM

は これ に反 し,こ の ような操作に よって も容 易に遊離せ

ず,全r-Ms.結 合KMの 約70%がribosome分 画中

に残存 していた。

III. AGsに よる蛋 白合成阻害(in vivo)

AGsとribosomeと の 結 合は前述 した実験 によ り明

らか とな ったが,こ のよ うにAGsと 結合 したribosome

Table 14 Distribution of 3H-KM in submicrosomal fractions

Values are expressed the average of five experiments
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Table 15 Release of 3H-KM and protein from 
rough microsomal fraction

Values are expressed the average of five 

experiments

が正常な蛋 白合成機能 を保 ってい るかど うかについて以

下 の実験 を行な った。

1. 実験方法

48時 間脱水 した ラ ットに,KM300mg/kgを 大腿筋

内に投与 し,直 ちに水分を補給 し,KM投 与30分,1

時間,3時 間,12時 間後 に3H-leucine 50μCi/kgを 腹

腔 内投与 し,30分 後に 屠 殺,腎 はin situで 氷冷 した

0.45Mシ ョ糖液pH7.0で 灌流 した後摘出 した。 肝は

摘出後,門 脈 よ り0.25Mシ ョ糖液pH7.0で 灌流 し,

それぞれ シ ョ糖液中で12.5%ホ モジネー トを作成 し,

常法に よりMs.分 画を分離 した。

またGentamicin(以 下GM)を150mg/kg腹 腔内,

120mg/kg, 80mg/kgを 大腿筋内 に 投 与 し,同 様に

Ms.分 画を分離 した。3H-leucineの と りこみ について

は腎皮質 ホモジネー ト0.5ml, Ms.分 画1.0mlを 分取

し,10%TCA溶 液1.0mlを 添加,氷 中で30分 間放置

した後,3,000rpm15分 間遠心 して沈渣を得,再 び10

%TCA,次 いで氷冷 した精 製 水2.0mlに 懸濁 して遠

心 し沈渣 を得た。精製水 による洗浄を二度 く り返 して吸

着 したleucineを 除 いた後,0.1N NaOH1.0mlを 加

えて加温溶解 し,こ の0.2mlを 分取 してtoluenシ ン

チ レーター,NCSの 系を加 えて混和 し放射活性 の 測 定

に用いた。一部は蛋 白量 の測定 に供 し,前 述 の操作に よ

る蛋 白の回収 を検定 したが,い ずれ も95%以 上 の回収

を認めた。

1) 腎,肝 におけ る3H-leucineの と りこみに及ぼす

KMの 影響

Table 16に 示 した よ うに,KM投 与 ラッ トの腎にお

いては,経 時的に3H-leucineの と りこみが阻害 され,

Ms.分 画 のTCA不 溶性分画への3H-leucineの と り

こみは,12時 間後で対照群 の約1/2程 度に 減 少 した

(Fig.9)。 これ に 反 し,同 ラッ トか ら摘出 した肝 におい

ては全 くと りこみ阻害が認め られ ず(Fig10),KM投

Table 16 Effects of KM on the incorporation of 
3H-leucine  into rat kidney and liver

(% of control values)

Values are expressed the average of three 

experiments

Fig. 9 Effect of KM on the incorporation of 3H- 
leucine into rat kidney after the adminis-
tration of 300 mg/kg

Fig. 10 Effect of KM on the incorporation of 3H-
leucine into rat liver after the administra 
tion of 300 mg/kg

与後 のKMの 臓器 内濃度 の差に よる影響が明確に認め

られた。

2) 腎における3H-leucineと りこみに及 ぼすGMの

影響

GM投 与 ラ ットにおいて も,KM投 与 ラッ トと同様
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Table 17 Effects of GM on the incorporation of 311-leucine into rat kidney (% of control values)

Values are expressed the average of three experiments

Fig.11 Correlation curve of GM concentration 

and incorporation of 8H-leucine into rat kid-

ney

に3H-leucineの とりこみ阻害が認め られ,濃 度依存性

がみられるようであ った。

Table17, Fi911で 示す よ うに,GM80mg/kg投

与群では投与30分 後 ではまだ対照群に比べて変化 は認

められず,1時 間後においてやや変化が認め られた。す

なわちMs.分 画で対照群 の約80%と 軽 度の と りこみ

阻害を示 したが,12時 間 後 ではすでに回復 していた。

GM120mg/kg投 与群 では30分 後ですでに と りこみ陽

害が認められ,3時 間後 で最高 の阻害程度を示 したが,

12時 間後ではほぼ同様 の傾 向を示 した。

これに対 し,150mg/kg投 与群では30分 後 です でに

対照の約50%と 強い と りこみ阻害 を示 し,12時 間後 に

いたっても回復の傾 向を認めなか った。 また120mg/kg

投与群 と150mg/kg投 与群 との間で,3H-leucineと り

こみ阻害のpeakの 時間的ずれが認め られるが,こ れは

投与経路の違いに よるGMの 吸収速 度の時間的 ず れ を

示すものであろ う。

IV. AGsに よる蛋白合成阻害(in vitro)

1. 実験材料 および方法

Table 18 Preparation of rat kidney ribosomes

雄 性Wistar系 ラ ッ ト4匹 を1群 と した 。実 験 に使 用

す る シ ョ糖 は,RNAaseを 含 まな いSigma製grade 1

の もの を 用 い,50mM Tris-HCl, 25mM KCl,10mM

MgCl2, 2.5mM CaCl2, 1mM dithiothreitolを 含 む

0.25Mシ ョ糖液pH7.4で 分 画 を 行 な った。

1) ラ ッ ト肝 か ら の可 溶 性 分 画 の 調 製

ラ ッ トを 断 首 放血 した後,肝 を 摘 出 し,氷 冷 した0.25

Mシ ョ糖 液 で 灌 流 し,2.5容(w/v)の シ ョ糖 液 中 で

Waring blenderの 最 高 ス ピー ドで,30秒 間 ホ モ ジ ナ イ

ズ し,約30%ホ モ ジネ ー トと した 。 これ を650×g10

分 間 遠 心 し,上 清 を さ らに10,000×g,20分 間遠 心 し

た 。 得 られ た10,000×g上 清 を105,000×g,120分 間

遠 心 して 肝細 胞 可溶 性 分 画 を 分 離 した 。

2) ラ ッ ト腎 か ら のribosome分 画 の分 離

ラ ッ トを断 首 放 血 し,in situで 動 脈 よ り0.25Mシ ョ

糖 液 約30mlを 注入 して灌 流 し腎 を 摘 出す る。 摘 出 した

腎 を 肝 細 胞 可溶 性 分 画 中 で 細 切 し,Waring blenderの

最 高 ス ピー ドで30秒 間 ホ モ ジナ イ ズ し,Table18に 示
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Table 19 Cell-free incubation system

Kidney ribosome 12.5 A260 unit

Liver cell supernatant 4.0 mg protein

ATP 2.5 ƒÊmole

GTP 0.4 pmole

Phosphoenolpyruvate 10.0 ƒÊmole

Dithiothreitol•@ 0.5 ƒÊmole

Pyruvate kinase•@ 50.0 ƒÊg

Tris-HC1 buffer pH 7.6 50.0 ƒÊmole

MgCl2 10.0 ƒÊmole

KC1 25.0 ƒÊmole

Sucrose (RNA ase free) 250.0 ƒÊmole

3H-leucine 1 .0 ƒÊCi

Antibiotics solution q.s.

Final volume 1.0 ml

した 方 法 で 分画 遠 心 し,沈 渣 を0.25Mシ ョ糖 液 に懸 濁

してribosome分 画 と した 。 表 中 の0.5Mシ ョ糖 液 は

50mM Tris-HC1,25mMKC1, 10mMMgC12, 1mM

dithiothreitolを 含 むpH乳4の 溶 液 で あ る。 こ の よ う

に して得 られ たribosome分 画 は,A260とA280 (RNA

の 吸収 と蛋 白 の吸 収)の 比 が1.3～1.4で あ り,充 分 実

験 に用 い られ る条 件 で あ った 。A260の 吸収 を 測 定 し,

50unit/mlと な る よ うに0.25Mシ ョ糖 液 で希 釈 して 実

験 に用 いた 。

3)反 応 系 の 検 討

分 離 したribosome分 画 を用 い て,cell free系13)で

3H-leucineを 基 質 と して 蛋 白合成 を行 なわ せ た
。37℃

で振 と う しな が らイ ンキ ュベ ー トし,Table19に 示 し

た反 応 系 を 用 い,leucine添 加 後1分 か ら30分 まで 経

時的 に反 応 を 停 止 させ,各 時 点 で の3H-leucineの と り

こみ 量 につ い て検 討 した 。 反 応 停 止 は10%TCA2.0

mlを 加 え て,3,000rpm20分 間 遠 心 して 沈 渣 を 得 た 。

この沈 渣 を さ ら に5%TCA1回,エ タ ノ ー ル3回,

アセ トン3回,熱5%TCA1回,精 製 水1回 の順 で

遠 心 操 作 を く り返 して 吸着 したleucineを 除 い た 後,

溶 解 補 助 剤 と してAmersham/Searle製NCSを1ml

加 え て よ く撹 拌 して沈 渣 を溶 解 す る。 溶 液 をバ イ ア ル に

移 しtoluenシ ンチ レー タ ー(POPOP0.1g,PPO4g/

toluen1,000ml)10mlを3回 に 分 け て遠 心 管 を よ く

洗 い な が らバ イ ア ル 中 に加 え混 和 す る。 試 料 はPackard

Mode13375型 液 体 シ ンチ レー シ ョ ンカ ウ ンタ ー で放 射

能 を測 定 した 。

ま たribosome量 と3H-leucineの と りこみ 量 につ い

て も,ribosome2.5unitか ら40unitを 用 い,反 応 時

間10分 間 と して 同様 の検 討 を 加 え た 。 こ の 結 果,

ribosome 12.5unitを 用 い て の3H-leucineの と りこみ

は,添 加 後5分 まで は 直 線 的 に増 加 す るが 以 後 は ゆ るや

か とな り,10分 後 にpeakに 達 し以 後 平 衡 状 態 とな っ

た 。

ribosome量 との関 係 で は,ribosome 15unitま で は

3H-leucineの と りこみ と相 関 関 係 を 示 し
,直 線 的 に と

りこみ が 増 加 す るが,15unit以 上 の 量 で は 平 衡 に 達 し

た 。 した が ってTable19に 示 し た よ う にribosome

12.5unitと し,反 応 時 間 を10分 間 と して実 験 を 行 な っ

た 。 使 用 した 薬 剤 はAGs系 抗 生 剤 の,KM,GM,

Netilmicin(以 下NTL),DKBで あ り,対 照群 と して

cephalosporin系 抗 生 剤 の うち,Cephaloridine(以 下

CER)を,そ れ ぞ れ 注 射 用 蒸 留 水 に溶 解 して反 応 系 に添

加 した。

2.実 験 成 績

1)蛋 白合 成 に及 ぼすAGsの 影 響

腎ribosomeを 用 い て の上 述 の蛋 白 合成 系 で は,薬 剤

を 加 え な いcontrolで の3H-leucineの と り こ み は,

1,113.8dpm/1A260unit土S.E.180.1で あ った 。こ の値

を100と して,各 薬 剤 の3H-1eucineの と りこみ を%で

表 わ した もの がTable20で あ る。 この 表 で 明 らか な よ

うに,3H-leucineの と りこみ 阻 害 は,い ず れ のAGs

Table 20 Effects of antibiotics on the biosynthesis of protein of rat
kidney ribosomes (% of control value)

Values are expressed the average •} S.E. of five experiments
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Fig.  12 Effects of antibiotics on the  biosynthesis 

of protein of kidney ribosomes

でも濃度依存性を示 し,そ の強 さはほぼ腎毒性 と一致 し

てDKB, GM, NTL、KMの 順 であった。 これに対 し

CERはin vivoで は強 い3H-leucineの と りこみ抑 制

を示したにもかかわ らず,in vitroで は全 く阻害作用 を

認めなかったが,こ の事実につ いては さらに別方面 から

の検討が必要であろ う。以上を図 にまとめ た も の が,

Fig.12で あ り,横 軸 は片対数 を用いて薬剤濃度を表わ

し,縦 軸は各濃度 における3H-leucineの と りこみを コ

ントロールの%と して表わ した もので ある。 この ような

ラツト腎由来のribosome分 画を用い る検索方法は,わ

れわれが開発 した方法であるが,少 な くともAGs系 薬

剤においては,腎 毒性の強 さと蛋 白合成阻害作用に相 関

関係があり,今 後 の腎毒性 の検討に興味あ る一つの条件

を得たといえ よう。

V. 考 察

われわれは,か つ てKMとDextranの 同時投与 に

よる腎障害を検討 し,そ の腎障害は近位尿細 管上皮細胞

の変性,壊 死であ ることを見 出したが,さ らに細胞 内小

器官レベルでは,こ れ らの薬剤は近位尿細管上皮細胞 の

lysosomeに 集 まり,lysosomeは 、phagolysosomeと し

て巨大な空胞状 の所見を呈す ることを報告 した5,6)。この

phagolysosomeは かな り脆弱になってお り,こ のpha-

golysosomeの 崩壊 にともないlysosome酵 素 が 遊 出

し,次 いで細胞 自体が 自家融解的過程に よ り障害され る

可能性を,わ れわれは同時 に提唱 した。 しか し,こ のよ

うにphagolysosomeが 巨大化す る理由は不 明であ り,

lysosomeに よるDextranの 処理がKMに よって障害

され るのか,ま たはKMに よってlysosome酵 素 の形

成そのものが阻害され るのか,い ろいろの過程 が考 えら

れるであろ う。

一般にAGs単 独 の場合で も
,腎 障害の部位 は尿細管

上皮細胞で あ り1～4),この毒性は薬物 の大部分が腎か ら

排 泄 され る こ とと関 連 して い る。 そ して,こ の排 泄 され

るべ き薬 剤 が 腎 に蓄 檀 す る こ とは よ く知 ら れ て い る。

ALFTHAN8ら14)(1973),さ らにLUFTら 勘(1974)は,,

AGsが 血 清 中 よ りも腎 内 に は る か に 長 く残 る こ と を 認

め た が,こ の 現 鮫 はStreptomycinで 最 も 弱 くKM,

Tobramycinが 中等 度 であ り,GMが も っ とも強 か った 。

彼 らは イヌに10mg/kgのGMを 投 与 した後11日 目

まで の 腎 内 薬物 動態 を観 察 し,腎 組 織 内 で の 半 減 期 が

109時 間 で あ る こ と を 認 め た。 ま たFABREら16)は,

Wistar系 雄 性 ラ ッ トに4mg/kgのGMお よびSiso-

micinを 腹 腔 内 に1同 注 射 し,以 後 経 時 的 に 血 清,尿,

腎 な どの 濃 度 を 測定 した 。 そ の血 清 濃 度 は,1時 間後 に

6.3±1.8μg/mlに 達 す るが,そ の後 急 速 に減 少 し,半

減 期 は 約90分 で あ り,6時 間後 には ほ とん ど認 め られ

な くな る。 しか し腎 で は 全 く異 な り腎 皮 質 濃 度 は6時 間

後 に 最 高 に な り,123土20μg/gと 血 清 濃 度 の20倍 に も

達 し,以 後 ゆ る やか に下 降 す る が28日 目に お い て も,

平 均7μg/gの 濃 度 を 示 し,半 減期 は166時 間 に も達 す

る こ とを 見 出 した。

この 蓄 積 は,腎 皮 質 の細 胞 内 で は ど こ に起 こ るの で あ

ろ うか 。SILVERBLATTら17)(1979)はSD雌 ラ ツ トに

3H-GMを 静注 し
,そ の後10分,1時 間,24時 間 の薬

剤 の腎 内 動態 を 観察 した が,光 顕 的 に はGMは ほ とん

どす べ て 近 位 尿 細管 に集 ま って い る よ うにみ え た と報 告

して い る。 さ らに オ ー トラ ジ オ グ ラフ ィーで 追 求 した結

果,GMは 投 与10分 後 に は,近 位 尿細 管 上 皮 細 胞 の

aPical vesicleに 認 め られ,1時 間 お よび24時 間 後 に

はlysosomeに 認 め られ た と して い る。 彼 らは この所 見

はGMがpinocytosisに よって 近 位 尿 細 管 上 皮細 胞 に

入 り,lysosome内 に 蓄 積 され る の で あ ろ うと考 え て い

るが,同 様 の所 見 がJusTら18)に よっ て も報 告 され て い

る。

AGsは,投 与後 比 較 的 早 期に,ま だ腎 機 能 に な ん らの

異 常 の な い 時期 に お いて も,尿 細 管上 皮 細 胞 に ミエ リン

様 物 質 を もっ たcytosegresomeを 出 現 させ る1,2,4～6)。

このcytosegresomeは,HRUBANら19)(1972)に よ れ

ば,細 胞 内 形質 の分 解 に よ って 形 成 さ れ たsecondary

lysosomeと 考 え られ て い る。 こ の多 数 のlysosomeの

出 現,ま た さ らにそ の崩 壊 が 細 胞 の 障害 を もた らす の か

ど うか が 問題 で あ る が,TULKENSら20)は ラ ッ ト線 維 芽

細 胞 の培 養細 胞 を用 い た 実 験 に お い て,細 胞 に 蓄 積 した

AGsは,細 胞 内 で ほ とん どlysosomeに 集 積 して お り,

他 の 核,mitochondria, ribosomeな ど に は 認 め られ

な か った と して い る。 そ して このlysosomeに 蓄 積 した

薬剤 がlysosome酵 素 を抑 制 し,lysosome機 能 を 障 害

す る の で は な いか とい うの で あ る。
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わ れわれ も,先 に 述 べ たKM, Doxtran同 時 投 与 に

よる 腎障 害 では,2次 性 のphagolysosomeが 脆 弱 とな

って お り,こ のlysosomeの 崩 壊 とそれ に伴 うlysosome

酵 素 の 遊 出 が 白家 融 解 的 細胞 障 害 を起 こす 可 能 性 を示 峻

した5,6)。 以 上の よ うに あ る塒 間的 経 過 の なか でAGsが

lysosomcに 集 積す る こ とは 確 り1であ る が,こ の 集 積 の

過 程に 問 題 が あるであ ろ う。 こ れ にはお お よそ2つ の 爪

本的 経 路 が 考 え られ る。第一 はpinocytosisま た は,

basolateral membrane を通 して細胞内に 人 っ たAGs

は,他 の  in Itochondria, endoplasmic reticulum な ど

の細胞内小器官に何らの影響 も与えず無変化の まま直接

lysosomcに 人 り,そ こで 積 さ れ,lysosome酵 素 を

阻害す る。 とい う考えであ り,ま たこれ と反対に,何 ら

かの方 法で組織内にと りこまれたAGSは 直接lysosome

に入るのてはな く,他 の細胞内小器官に結 合 し,そ こに

おいて障害 を起 こし,そ れに よって崩壊 した遺残物質 と

ともに ｌysosomcに とりこまれ,そ こに蓄積す るとい う

ことも考えられ る。そ して以上2つ の経路が両 者とも存

在す る可能性 もあ るわけである。 この経路 を 考 え る場

合,第 一の経路を主張する報告は多いようである15,18,20)。

第二 の考え方 はAGsに よっ て 完 全 にlysosome外 で

障害が起 こった場合,そ の崩壊物の消化器 官 と して,

lysosomeが 機能 し,そ の機能 が障害 されて,lysosome

内に異常な蓄積 を起 こす と考え るのであるが,こ れだけ

を薬剤の唯一 の細胞内の動 きと考えるのは無理か も知れ

ない。 しか しAGsがlysosomeだ けでな く,他 の小器

官,細 胞質内蛋 白と結合する可能性は充 分にあるのであ

り,わ れわれの実験 もそれを支持する ものである5,6)。

われわれはAGsを 投 与 した動物の腎を,通 常の細胞

分画 法に従 って分画 し,そ のlysosome分 画ばか りでな

くmicrosome分 画 にもAGsの 結合を 認 め,ま たin

vitroで は分離調製 したmicrosomeとAGsが 比較的

容 易に結合 し,そ の結合は,か な り強固な ものであるこ

とを認めた。 このAGsはmicrosomeの な か で も,

ribosomeと 結合 していると考え られ,単 な る吸着 とは

違 っている。 この結合に よって細胞は どの ような影響を

受 けてい るか,ま た受け る可能性が あるか,こ れがAGs

の腎毒性追求の うえで重要な問題 であ るが,こ の点 につ

い ての検討は従来ほ とん どなされていない。

一般にAGsは 細菌 のribosomeに おける蛋 白合成を

阻害 し,そ れ に よって抗菌力を発揮する とされ ている。

そ して これ らの抗生物質は細菌 のribosomeに は作用す

るが,動 物のribosomeに は作用 しに くい とい うのであ

る。 これは両者 のribosomeの 構造 の差に よる もので,

薬剤 の選択毒性 はこの差に由来す るとされている7)。 細

菌 のribosomeは 沈降定数70S,分 子量約2.7×106で,

80Sと50Sのsubunit3よ りな る。 これに対 し,勘 物の

ribosomoは,他 の真核細胞 と同 じく,沈 降定数80S,

分 子 量 約3.4×10.の も の が 多 く,40Sと60Sの

subunit5か らな る。 しか し,KURTZ21))は,chicken

cmbryoのmitochomrid ribosomeで の蛋白合成が,

AGsで 阻害 され ると報告 してい る。

さ らにWILHELMら22)は 小麦胚芽か ら得た無細胞蛋白

合成 系を用 いて,AG5の 蛋 白合成阻害につ いて検討し,

い くつか のAG5が 蛋 白合成の阻害 を起 こすことを認め

ている。

われわれ も通常 の蛋 白研究法 に従い,ラ ットの肝およ

び腎 より得 た無細胞蛋 白合成系 を用い検討 した 結果,

3H-leucineの とりごみにつ いてみれば,AG5は, 3H-

leucineの と りこみを抑制する結果を得た。 梅田らは鋤

ラッ ト腎 よ り作製 した無細胞蛋白合成系 において,各 種

抗 生剤 のribosome、 こ及 ぼす影響 を検討 し,AG5に よる

蛋 白合成 の阻害 を認めてい る。われわれはin vivoに お

いてAGSに よる3H-lcucineの 腎細胞内とりこみ抑制

を認め たが,こ れはCERに おいて も認 められ,こ の結

果 のみ では,3H-leucincの 腎 細胞内 とりこみ抑制が1

次的 なものか,ま たは他の原因に よる細胞障害からの2

次的 な現象 であ るかの判別はつかない。 しか し無細胞蛋

白合成系を用いた場合,CERはribosomcに 全く障害

を与 えず,AGsで は は っきりと蛋 白台成の抑制が認め

られた。

われわれは,こ の ようにAGsが 腎細胞ribosomeの

蛋 白合成 を阻害す る可能性があ る こ と を 認 め たが,

VERA-ROMANら3)は ラ ット腎に対するGMの 毒性につ

いて,蛋 白合成が関与す ることには否定的な見解を出し

てお り,よ り詳細な検討が必要 であろ う。 しか しなが

ら,わ れわれ の使用 した実験系においてはAGsの ラッ

ト腎ribosomeへ の影響は否定 し難い ものと考 え られ

る。

この蛋 白合成抑制作用はdose-responseが あ り,ま

たAGsの 種類に よ り程度の差があ った。そ して従来よ

り強い毒性 をもつ と考え られていた ものは,低 い毒性の

もの より強 い抑制作用を示 した。in vitroで の結果が.

in vivoで の毒性 の強弱 に比例す るとすれば,こ の種の

in vitro実 験 はAGsの 腎毒性を比較する際に,お おい

に役立つ であろ う。新 しい抗生剤,よ り毒性の低い抗生

剤 の出現は常 に望 まれて いるが,続 出 す る 抗 生剤の

screeningtestと して,こ の ようなin vitn実 験は一

つの方向を示す もの と考 えられ る。

先に述べた ように,AGsの 腎毒性 につ い て,も っと

も重要な役割を演 じて い る の は,細 胞 内小署官レベル

ではlysosomeの ようであ る。 しか し,こ のlysosomc



VOL. 30 NO. 8
CHEMOTHERAPY 925

だけが関与 しているのか,ま たはribosomeな どの他 の

障害も存在す るのか,これ らについては不 明の点が 多 く,

今後のよ り詳細な研 究が必要であろ う。
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EXPERIMENTAL STUDIES ON THE NEPHROTOXICITY 

OF AMINOGLYCOSIDE ANTIBIOTICS IN RATS 

I. DRUG INCORPORATION INTO THE RENAL CORTICAL CELLS 

AND THE INHIBITION OF PROTEIN BIOSYNTHESIS 

Kozo HIRATA 

Section of Urology, National Fukuoka Central Hospital 

TOYOFUMI UEDA and SHUNRO MOMosE 

Department of Urology, Faculty of Medicine, Kyushu University 

(Director : Prof. SIII1NRO MOMosE) 

HISAE HIRATA
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(Director : Prof. KEITARO KATO)

Distribution of aminoglycoside antibiotics in the renal cells was examined at the subcellular level 

using tritium labeled kanamycin and dibekacin. Inhibition of protein biosynthesis within the renal 

cortex was suggested, as the result, by these antibiotic agents, and the result of the examination of 

protein biosynthesis is also reported: 
1. Aminoglycoside antibiotics were incorporated in the renal cortex in rats, and accumulated there. 

2. They were distributed in high concentration in the rough microsome fraction in the renal 

cortex, particularly in the ribosome, and the accumulation was notable even after 24 hours of the 

administration. 

3. Similar combination of aminoglycoside antibiotics and ribosome was observed in in vitro experi-

ment, and they combined with ribosome in the liver and kidney firmly in the same degree, and no 

organ specificity was observed. 

4. Ratio of RNA in the submicrosome fractions and aminoglycoside antibiotics was a constant in 

any fractions, suggesting that the antibiotics combine with RNA rather than protein. 

5. In pretreated rats with aminoglycoside antibiotics, incorporation of 3H-leucine was suppressed, 

and the suppression was antibiotics concentration dependent. 

6. Inhibition of 3H-leucine incorporation was not shown in the liver of kanamycin administered 

rats, and concentration difference of kanamycin in various organs was notable. 

7. In vitro experiments of protein biosynthesis in the renal cortex ribosome in rats showed that 

effect of protein biosynthesis inhibition was nearly proportional to the renal toxicity of antibiotics, 

and the degree of inhibition was in the order of dibekacin, gentamicin, netilmicin and kanamycin.


