
VOL. 30 NO. 8 CHEMOTHERAPY 927

ア ミ ノ配 糖 体 系 抗 生 物 質 の 腎 毒 性 に 関 す る実 験 的 研 究

第2報in vitroに おけるGentamicinとNetilmicinの 比較
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aminoglycoside抗 生剤 の うち,特 にGentamicinとNetilmicinの 腎 毒性 につ いて 比 較検 討 す

るた め,in vitroに おい て,正 常 ラ ッ トか ら分 離 したribosomeの 機 能,お よびlysosome膜 に及

ぼす 影響 につ い て 検討 を試 み,以 下 の 結果 を 得 た。

1.Geatamicin, Netilmicinい ず れ もribosomeの 機 能 に 影 響 を及 ぼ し,3H-leucincの と りこ

みを抑 制 す る。

2.こ の 阻害 作用 は 薬 剤 濃度 に依 存 し,特 にGentamicinは 高濃 度 では3H-leucineの と りこみ

を90%以 上 抑 制 す る。

3.GentamicinとNetilmicinの 阻 害 作用 を比 較 す る と,前 者 は 後 者 に 比 べ てほ ぼ3倍 程 度 の

強 い抑 制 作用 を示 す 。

4.lysosome膜 に対 して は,lysosomeのlight-scattering propertyを 指 標 と してlysosome

顆粒 の変性 を検 討 した場 合,GentamicinはNetilmicinよ りや や 強 い 作用 を示 した 。

5.両 薬剤 と もに 添 加直 後 にlysosome膜 に変 性 を起 こ し,lysosome顆 粒 か ら の蛋 白の 遊 離 を

促進 す る が,GentamicinはNetilmicinに 比 べ て2～3倍 程 度 の強 い 作用 を 示 した 。

6.acid phosphatase,β-N-acetylglucosaminidaseを 指 標 と して,lysosome膜 の 損 傷 につ い

て検 討 したが,両 薬剤 と も に濃 度 に 依 存 して強 い作 用 を示 し,lysosomeのavailableactivityの

増 大 を もた らす が,soluble activityで は,濃 度 変化 に よる有 意 の 差 は 認 め られ なか った 。

7.lysosome顆 粒 の膜 の変 性(available activityの 変 動)に 及 ぼ す 作 用 は,Gentamicinは

Netilmicinに 比 べ て2～3倍 程 度 の 強 い障 害 を示 す こ とが 認 め られ た。

ア ミノ配糖 体系 抗 生 物 質(以 下AGs)は 強 力 な抗 菌

作用 を もつ,優 れ た薬 剤 で あ り,Streptomycin(SM),

Kanamycin(KM)の 臨 床 使用 以降,Gentamicin(GM),

Amikacin(AMK), Dibekacin(DKB), Sisomicin(SISO)

など,現 在す で に数 種 の薬 剤 が使 用 され,そ れ ぞ れ優 れ

た治療効果 を あ げ てい る。 しか しAGsに は腎 毒 性 と聴

器毒性が あ り,臨 床 使 用上 細 心 の 注 意 が必 要 で あ る。 も

しAGs系 列 の なか で,抗 菌 力 が優 れ て お り,し か も毒

性 の少 ない薬 剤 が 開発 され るな ら ば,AGsの 有 用性 は

さ らに増加 す るであ ろ う。 この た め に現 在 も さ ま ざ まな

努 力 が な され て い る。

一般 に薬 剤 の開 発 過 程 に お い て は,抗 菌 力,毒 性,そ

の 他 につ い て種 々のscreeningが 行 な われ るが,毒 性 試

験 は 実験 動 物 に 対 す る急 性 お よび慢 性 試 験 が 主 であ り,

多 大 の時 間 と労 力 を 要 し,ま た,そ の成 績 の判 定 に は,

い ろ い ろ な制 約 が あ る。 した が っ て抗 菌 力 と同 じよ うに

in vitroで の 試 験 が 可 能 で あ れば,非 常 に 右 用 な 方 法 と

な るで あ ろ う。

薬 剤 の 腎障 害 につ い ては,そ の 障 害 部 位 お よび病 理 過

程 は さ ま ざま で あ るが,AGsの 腎 障害 で は,従 来 よ り
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lysosomeの 変 化が 汁 日 され1～8),in vitroでlysosome

に対 す る薬 剤 の 直 接的 作 用 をみ て,AG3相 互 間 の 毒性

比 較 を し よ う とい う賦 み も な され てい る9,10)。一 方,わ

れ われ はAGsが 腎lysosomeば か り で な く,腎 の

ribosomcrも 作 用す る可 能性 のあ る こ と を 報告 し,

in vitroで の 蛋 白 合成 抑 制 が,臨 床 的 な 毒 性 の強 さ と比

例 す る こ と を示 した11)。

Netilmicin(NTL)は 新 し く開 発 され たAG3の ひ と

つ で あ り,抗 菌 性 川 に お け る耐 性 パ ター ンの鱒 炎 性 と腎

毒性,聴 器毒性 が 少 な い 点 な ど,非 常 に 期 荷 され る特 微

を もっ て い る12)。 今 回 はGMとNTLの 腎lysosome

お よび 腎ribosomeに 対 す る性 川 をin vitroで 比 較 検

討 し,興 味 あ る知 見 を 得 た の で報{研1する。

I.GM,NTLに よ る蛋 白 合成 阻害

1.実 験 材 料 お よび方 法

生後12～16週 令 の 雄 性Wistar系 ラ ッ ト(九 大 純 系

飼 育 室)4～5匹 を1群 と して 用 い た。 実 験 に 用 い る シ

ョ糖 は,RNAase freeのSigma製Grade1の もの を

使 用 した。

1)ラ ノ 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(50mMTris-HCI,25mMKC1,10mM

MgC12, 2.5mMCaCl2, 1mM dithiothreitol pH7.4)

で 灌 流 し,2.5容 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 トした 。 これ をTable1に 示 した方 法 で 分 画 遠 心

し,最 終的 に得 られ た105,000×gの 上清 を,肝 細胞 可

溶 性 分 画 と して 実験 に使 用 した。

2)ラ ソ ト腎 か らのribosome分 画 の分 離

ラ ッ トを断 首 放 血 し,腎 はinsituで 動脈 よ り0.25M

シ ョ糖 液(TKM-CaCl2-dithiothreitolを 含 む)で 灌 流

した後 摘 出す る。 摘 出 した 腎 を2.5容(w/v)の 肝 細 胞

Table 1 Preparation of rat liver soluble fraction

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,30%ホ モ ジ ネー トとする。

腎 ホ モ ジ ネー トは,Table2に 示 した方 法 で分画遭心を

そ」な い,DOC処 理 後 の 沈 渣 を0.25Mシ ョ糖液に懸濁

してribosome分 画 と した。Table2中 に表 示 した0.25

Mシ ョ重糖 液 は,50mM Tris-HCI,25mMKCl, 10m班

MgC12,1mM dhhiolhreitolを 含 むpH7.4溶 液であ

る。 分 離 したribosome分 画 は,直 ちにA260の 吸収を

測 定 し,50unit/mlと な る よ りに0.25Mシ ョ糖液で希

釈 して お く。

無 細胞 系 で の蛋 白 台 成 は,3H-leucineを 基 質 とし,

Table3に 示 した反 応 系 を用 い て,37℃ で振 と うしな

が ら10分 間 イ ンキ 昌ベ ー トす る。10%TCA2.0mを

加 え て反 応 停 止後,3,000rpm, 20分 間違 心 して沈渣を

Table 2 Preparation of rat kidney ribosomea

Table 3 Cell-free incubation system

Kidney ribosome 12. 5 Am unit 

Liver cell supernatant 4.0mg protein 

ATP 2.5ƒÊmole 

GTP 0.4ƒÊmole 

Phosphoenolpyruvate 10.0ƒÊmole 

Dithiothreitol 0.5ƒÊmole 

Pyruvate kinase 50.0ƒÊg 

Tris-HCl buffer pH 7.6 50.0ƒÊmole 

MgC12 10.0ƒÊmole 

KCl 25.0ƒÊmole 

Sucrose (RNAase free) 250.0ƒÊmole 

3H-leucine 1
.0ƒÊCi 

Antibiotics solution q. s.

Final volume 1.0 ml
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Table 4 Effects of GM and NTL on the biosyn-

thesis of protein of rat kidney ribosomes

Values are expressed the averages•}S. E. of five 

experiments

得る。混 在す る8H-1eucineを 除 去 す るた め,5%TCA

で1回,ethanolで3回,acetoneで3回,加 熱5%

TCAで1回,精 製 水 で1回 と遠 心 操 作 を く り返 して 洗

浄 した後,Amersham/Searle製NCSlm1を 加 え て よ

く撹搾 し,沈 渣 を溶 解 す る。 溶 液 を パ イ ア ル に 移 し,

toluenシ ンチ レー タ ー(POPOP0.1g,DPO4g/tol-

uen1,000ml)10mlで 遠 心 管 を よ く洗 って パ イ アル 中

に加 えて混 和す る。 試 料 はPackardMode13375型 液

体 シ ンチ レー シ ョン カ ウ ンタ ー で放 射 能 を 測 定 し,常 法

に よ りd.p.m.を 算 出 した 。

GM,NTLは,各 純 末 を 注 射 用 蒸 溜 水 に 溶解 して反 応

系 に添加 した 。

2.実 験 成 績

腎ribosomeを 用 いたin vitroの 蛋 白 合成 能 は,薬

剤を加 え ないcontrolで の8H-leucineの と り こ み は

1,113.dpm/1A260unit±180で あ った 。GMお よ び

NTLは,10μg～1,600μg/mlま で の濃 度10点 を反 応

Fig.1 Effects of GM and NTL on the biosyn-

thesis of protein of kidney ribosomes

Table 5 Preparation of rat kidney lysosomes

系 に添 加 し,各 濃 度 にお け る3H-leucineの と りこみ 量

を 測 定 し,controlに 対 す る%で 表 示 した,

結 果 はTable4に 示 す よ うに,GM,NTLい ず れ も濃

度 に 比 例 して と りこみ 抑 制 効果 を示 し,GMは どの 濃 度

に お い て もNTLよ り強 い阻 害 作 用 を 表 わ す こ とが わか

った 。 また表 で明 らか な よ うに,GMとNTLは ほぼ1

:3の 濃度 比 て同 程 度 の 阻 害 作用 を示 し,NTLはGM

に 比 べ て約1/3程 度 の 毒性 を 有 す る もの と考 えられ る。

Fig.1は この 関 係 を図 に ま とめ た もの て あ り,横 軸 は 片

対 数 を用 い て 薬 剤 濃度 を,縦 軸 は 各 濃 度こ お け る3H-

leucineの と りこみ を,controlに 対 す る%て 表 わ した

も ので あ り,薬 剤濃 度 と蛋 白合 成 阻 害 との間 に,明 瞭 な

相 関 関 係 が認 め られ る。

II. ラ ッ ト腎lysosome膜 に及 ぼ すGM,NTLの

影 響

1.実 験 材 料 お よび 方 法

前項 と同 じ雄 性Wistar系 ラ ッ ト10～12匹 を1群 と

して用 いた 。 ラ ッ トは 断 首放 血 に よ り屠 殺 し 腎 を 摘 出

し,皮 質,髄 質 を 分 離 す る。 皮 質 は7容(w/v)の0.45

Mシ ョ糖 液-1mM EDTA pH7.0中 で,Waring

blenderの 最 高 ス ピー ドで20秒 間 ホモ ジナ イ ズ し,綿

布 で炉 過 して12・5%ホ モ ジネ ー トと した 。lysosome(以

下Ly.)の 分 離 は,SHIBKO, TAPPELら13)の 方 法 に 準

じ,Table5に 示 す よ うな 分 画 遠 心 を 行 な っ た 。5,900

×g5分 間 の 遠 心 に よ り,Ly.とmitochondria(以 下

Mt.)が 一 緒 に 層 積 して 沈 殿 して くるが,こ れ ば 両 者 の
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比 重 が非 常 に近 い た め で あ り,単 な る分 画遠 心 の み で は

分 別 しが た い。 した が ってLy.とMt.を そ の固 有 の色

で 分別 し,同 じ遠 心 操 作 を く り返 して,で きる だけ Mt.

の 混 大を少 な く したLy. rich分 画 を分 離 した。 この 操

作 で は,滲 透圧に よ るLy.の開 裂 を防 く た め, 0.6M

シ ョ糖 液-0.5m M EDTAを 川 い た。 このLy.分 画 の

蛋 白lolこを測 定 し,以 後 の実 験 操 作 で はす ベ て 0.5mg蛋

白lm1と な る よ うに希 釈 して 使 川 す る。 この よう に して

得 たLy.分 画 は,酵 素の 比 活性 の 工昇度 を ホ モ ジネ ー ト

と比 較す る と,acidphosphataseで6～8倍,β- N-

acetylglucosaminidaseで15～18倍 とな り,比 絞 的 Ly,

に 富 む 分画 てあ る。

GM,NTLは それ そ れ10mg/mlの 濃 度 に 0.6Mシ

ョ糖 液-0.5mMEDTAに 溶 解 し,Ly.分 画 中 に 種 々

の 濃 度 に添 加 し,0℃,25℃,37℃ に て 一 定 時間 イ ンキ

ュベ ー トした佼,酵 素活 性 の 測定 を行 な った。 活性 測定

の反 応 系 て は,全 量1.0 ml中 にLy.懸 濁液 0.1ml

を 加 え て測 定 す るため,こ の際 のGM, NTLの 終 濃 度

は そ れ ぞれ 添 知 した濃 度 の1/10と な ろ。

2.活 性 の 測 宅

acidPhosPhatase活 性 は,p- nitrophenylphosphate

を 基 質 と し,β- N- acetylglucosaminidase活 性 は, P-

nitrophenylβ- D+ N-acetylglucosamineを 基 質 と して

測 定 した 。

Ly.酵 素 の 諸 活性 は, SHIBKO, TAPPELら13)の 方 法 に

従 って測 定 した。 す なわ ちtriton X- 100を 終 濃 度 0.1

%に 添 加 してLy.膜 を 破壊 して 測 定 した活 性 値 を total

活性 と し,次 に 述 べ るavailable活 性, soluble活 性

は,こ のtotal活 性 に対 す る%と して表 わ し て い る。

available活 性 は,Ly.膜 の 損 傷 を防 ぐ た め, buffer,

基 質 液 と もに0.6Mシ ョ糖 液 中 で 調製 し,滲 透 圧 の 低下

に よ る膜 の開 裂 を防 い で10分 間 イ ンキ ュベ ー シ ョ ン後

に 潤 定 した値 てあ り,膜 の基 質 透過 性 を表 わ して い る。

soluble 活性 は,Ly.分 画 を 15,000rpm,20分 間 遠 心

して 穎 粒 を除 い た 上 清(可 溶 性 分 画)中 の活 性 を 表 わす

もの て あ る。

わ れ われ は.0.5mg蛋 白1mlのLy,分 画 中 に , GM

NTLを 添 加 して インキ ュベ ー トし,経 時 的 に こ れ ら諸

活性 を測 定 し,Ly.顆 粒 の変 性 の程 度 につ い て 検 討 し

た。

蛋 白 の定 量 は牛 血 清 albuminを 標 準 と して, LOWRY

法 均 に よ り測 宅 した。

3. lysosomeの 熱 安 定 性 に つ い て

SHIBKo, TAPP肌 ら に よ るLy . のlight- scattering

Propertyに つ い て検 討 を加 え た。 これ はLy.の 安 定 性

を 示す 一 つ の 指標 で あ り,540mμ で の吸 収 の 減 少 を測

Fig.2 Changes in the light-scattering properties 

of rat kidney lysosomes

定 し,顆 粒 の 変 性,崩 壊 の 程 度 を 知 る も の で,Ly、 の

availab川tyg Ly.か ら の醜 嘉 や蛋 白 の遊 献 と相関関 係を

も って い る。 す な わ ち 一 定 置 度 でLy.を イ ノキ ュベー

トす る と,経 時 的 に540mμ の 吸 収 が 減 少 し,そ れに倖

って酵 素 のavaibable活 性 が 上 昇 し,少 し遅れ て soluble

活 性 の 上 昇,遊 離 蛋 白 の増 加 が 認 め られ る。 こ の こ と

は,ま ずLy.膜 の 性 質 に 何 らか の 変 化 が 生 じ,膜 の透

過 性 が増 大す るが,さ ら に変 性 が 進 む とLy.が 崩寝す

る もの と考 え られ る。

方 法 は蛋 白濃 度 を0.5mg/mlに 調 製 したLy.分 画を,

0℃,25℃,37℃ で イ ンキ ュペ ー トし,経 時 的 に540mμ

に おけ る吸 収 を,賢定 し,さ らに15,000rpm20分 間 の遣

心 を 行 な い,各 時 点 に お け るLy.か ら の遊 離蛋 白量の

測定 を行 な った。 また,二 のLy.分 画 中 にGM, NTL

を 添加 した 際 の 変 化 に つ い て も同 様 の 検討 を 行な った。

4.実 験 成績

1) lightscattering Pro Pertyの 変 動

Ly.懸 濁 液 の540mμ に おけ る吸 収 は ,Fig2に 示し

た よ うに,0℃ イ ンキ ュペ ー シ ョ ンでは ほ とん ど変化せ

ず,3時 間後 でわ ずか に7%の 減 少 を み るのみ で,顆 粒

は 比 較 的 よ く保 たれ て い る。25℃ では,2時 間後 で14

%,3時 間 後 で46%の 吸収 の 減 少 を 認め た 。37℃ では

1時 間 俵 で す で に ほ ぼ60%近 くの吸 収 の 減少 を示 し,

穎 粒 の 変 性 が 高 度 で あ る こ とが 認 め られ,こ の時点での

酵 素 の 活性 変 化 を み ろ と,acidphosphataseの avail-

able活 性 は,0- timeで の35%か ら63%へ , soluble

活 性 は3.8%か ら17.6%へ と著 し く増 加 し,明 らかに

穎 粒 の 崩 壊 が起 こっ て い る もの と考 え られ る。

この よ うな条 件 下 で は,薬 剤 に よる比 較 実験 は無意味

で あ る と考 え,以 後 は0℃ ま た は25℃ で,2時 間以内

の イ ンキ ュベ ー シ ョ ンで行 な うこ とを条 件 と した。

Fig3はGM,NTLを そ れ ぞ れ250μg/mlの 濃度で

Ly-分 画 に添 加 した 際 の540mμ の吸 収 減 少 を経時的に
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Fig. 3 Effects of GM and NTL on the light-

scattering properties of rat kidney lysosomes

みたものである。両薬剤 とも添加30分 後 ですでに影響

が認められ,controlに 比べ て吸収の減少が大であるが,

0℃では薬剤による差はみられ ない。25℃ イ ンキ ュベー

ション1時 間後 で,や や両薬剤間 の作用の差が現われ,

2時間後で明瞭になるが,こ の結果,GMはNTLよ り

もLy.膜 に対 して強い作用 を 持 ち,膜 の変性を うなが

すものと考え られ る。

2)Ly.顆 粒か らの蛋 白の遊離

Ly.分 画中にGM,NTLを 添加 し,25℃ イ ンキ ュベ

ーション後の経時的遊離蛋 白の変動について 検 討 し た

が,Table6に 示す ように,蛋 白の遊離 と薬剤濃度 の問

に相関関係が認め られ,ま た経時的に増加 している。 こ

の結果で明らかなように,GM,NTLと もに添加直後 に

Ly.膜 に作用 して膜を損傷 し,蛋 白の遊離を 惹 起 す る

が,こ の作用はGMはNT研Lに 比べては るかに強 く,

ほぼ1/2～1/3の 濃度でNTLと 同程度の損傷を与 えて

いる。

以上を簡単に図示 したのがFig4で あ り,GM250

μg添 加群 は,NTL500μg添 加 群 と750μg添 加群

の中間の値を示 し,Ly.膜 に対す る 作 用 は,NTLは

GMの1/2～1/3程 度 と考え られ る。

3)酵 素活性か ら検討 したGM,NTLの 比較

Fig. 4 Effects of GM and Nil., on the release of 

protein from kidney lysosomal susperp,iuns 
into a soluble form during incubation at 25

℃

蛋 白 濃 度 を 調製 したLy.分 画 中 に,GM,NTLを 添

加 して25℃ で イ ンキ ュベ ー トし,経 時 的 にacid pho-

sphataseの 諸 活性 を測 定 した 。 この 条性 下 ては,total

活 性 の 低 下 は 認 め られ な か ったQGM,NTLい ず れ も添

加 直 後 に 影響 が 現 わ れ,available活 性,soluble活

性 と もに 上 昇 し,経 時 的 に増 加 す る傾 向 を 示 し て い る

(Table7)。 薬 剤 濃度 依 存性 に つ い て は,NTL25μg以

下 の濃 度 と50μg以 上 の 濃 度 で 明 確 な差 が 認 め られ た 。

GMで は12.5μgと25μgと の間 で 有意 の 差は 認 め ら

れ な い 。

Fig.5(a)(b)は この 結果 を図 に ま とめ た もの て あ る

が,GMはNTLに 比 べ て 明 らか に強 い障 害 を 示 し,

1/2量 で もNTLよ り強 い影 響 を 与えavailablc活 性 の

上 昇 を認 め た。soluble活 性 に つ い て は,GM,NTLと

もに コ ン トロー ル と有 意 の 差 を 認 め なか っ た。

β-N-acetylglucosaminidase活 性 に つ い て も 同 様 の

検 討 を 加 え たが,Table8に 示 す よ うに,薬 剤 添 加 後 の

available活 性 の上 昇は 認 め る が,NTLで は 短 時 間 で

は 薬 剤 濃度 との相 関 が み られ な か った 、GM添 加 群 て

は,や やavailable活 性 の 薬 剤 濃 度 依 存性 が 認 め ら れ

る。 しか しNTL添 加群 で も,2時 間 イ ンキ ュベ ー シ ョ

Table 6 Effects of GM and NTL on the release of protein from lysosomes into a soluble form during 

incubation at 25•Ž

All values are expressed a mean+S.E. of three experiments
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Table 7 Effects of GM and NTL on available and soluble activities of acid phosphatase in lysosonles 

during incubation at 25r

1): Available activity (% of total) 
2): Soluble activity (% of total) 
All values are expressed a mean ±S. E. of three experiments

Table 8 Effects of GM and NTL on available and soluble activities of 8-N-acetylglucosaminidase in 
lysosomes during incubation at 25t

1). Available activity (% of total) 
2): Soluble activity (% of total) 
All values are expressed a mean+S. E. of three experiments

Fig. 5a Effects of GM and NTL on acid pho-

sphatase activity of rat kidney lysosomes 

during incubation at 25•Ž

Fig. 5b Effects of GM and NTL on acid pho-

sphatase activity of rat kidney lsosornes 

during incubation at 25•Ž
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Fig. 6a Effects of GM and NTL on p-D-N-ace. 

tylglucosaminidase activity of rat kidney 

lysosomes during incubation at 25•Ž

Fig. 6b Effects of GM and NTL on p-D-N-ace-

tylglucosaminidase activity of rat kidney 

lysosomes during incubation at 25•Ž

ン後ではavailable活 性 の上昇 と薬剤濃度 との相関関係

が認め られる。soluble活 性につ いては,両 者 ともに明

確な濃度依存性を認め なか った。Fig.6(a)(b)は この

結果をまとめた ものであ るが,こ の酵 素に対 して も,GM

は同濃度ではNTLよ りは る か に 作用が強 く,Ly.の

available活 性 の上昇を示 してい る。 しか し顆粒の崩壊

の程度はまだ軽度 であ り,acidphosphatase活 性 か ら

みても,GM25μg添 加2時 間 イ ンキュペ ーショ ン後

でも,ま だ80%近 くの顆粒 が残存 してい るもの と思わ

れる。

同様の検討を0℃ イ ンキ ュペーシ ョンにおいて試みて

みた。GMは250μg,NTLは500μgを そ れぞれ添

加し,Ly.か らの蛋白の遊離 につ い て比較検討 し た。

Table9は その結果を表わ した もので,両 薬剤 とも添 加

Table 9 Effects of GM and NTL on the release 

of protein from lysosomes during incuba-

tion at 0•Ž

Fig. 7 Effects of GM and NTL on the release of 

protein from lysosomal suspensions into a 

soluble form during incubation at 0•Ž

後直 ちに遊離蛋 白が増大 し,顆 粒の損傷を示唆す るが,

経時的 な変化はほ とんど認め られない。Fig.7は この結

果 を簡単に図示 したものであ る。

酵 素活性 に及ぼす影響 につ い て は,Tableioに 示す

ように,GM,NTLと もに添加直後 からavailable活

性,soluble活 性 の上昇を認め,経 時的 に増加す る傾向

を示 した。

またNTL500μg添 加群は,GM250μg添 加群 と

同程度 も しくはやや軽度 の障害 を示 し,NTLは0℃ に

おいても,GMよ りもLy.膜 に対する作用が弱い こと

がわか った(Fig8)。

III. 考 察

薬剤 の腎障害を検討す るには,通 常,臨 床的 に薬剤投

与後 の腎機能の変化,尿 所見 の異常な どを追求 し,ま た

血液理化学所見の変化 な ども一般に用い られる指標 であ

る。薬剤 の開発段 階においても,い ろいろな実験動物 に

ついて,以 上の ような観 点か ら腎毒性を評価 しているの

が現状であ る。 しか し実験的研究 および臨床的な資料 が

豊富 とな り,あ る薬剤 の腎障害が,腎 の特定部位 または

特定小器官 に限局 され ているこ とが明 らか になれば,よ

り微視的な方法で障害の機序,病 理過程,障 害程度を追
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Table 10 Effects of GM and NTL on available and soluble activities of acid phosphatase and P-N-acetyl-

glucossminidase in lysosomes during incubation at 0•Ž

1): Available activity (% of total) 
2): Soluble activity (% of total) 
All values are expressed as mean±S. E. of three experiments

Fig. 8 Effects of GM and NTL on acid phospha-

tase activity of rat kidney lysosomes during 

incubation at 0C

求す ることも可能 となるであろ う。

薬物の腎障害 も,腎 血管,糸 球体,尿 細管,間 質な ど

い ろいろな部位 での変化か ら誘発 され るものであ り,そ

の部位はある程度薬剤 ごとに明らかにな っている。尿細

管 の病変だけにつ いて も,近 位,遠 位の相違 があ り,ま

た細胞 内の変化につ い て は,核,endoplasmic reticu-

lum, mitochondria, lysosomeな どに特徴的な変化 を

認め うるであろ う。それ らの病変 は時間的に も,ま た空

間的 にもそれぞれ関連性があ り,細 胞 レベルでの変化 を

一元的 に説明するこ とはかな り困難 である。 しか し,い

ろいろなdataの 集積に よって,薬 剤 のあ る細胞内や器

官 への作用が,比 較的確実に推測され る場合には,そ の

小器官 を指標 として腎毒性を検討することも可能であろ

う。われわれが今回試みた実験 も,こ の考 え方に沿 って

行なったものであ る。

わ れ わ れ は 前 報 て,AGsが 細 胞 内 でmicrosomc分

画 に も存 在 して お り,microsomcの 蛋 白,特 にribo-

someと 強 固 に 結 合 して い る こ とを 報 告 し た用。 従来

AGsの 抗 菌 作 用 は,前 核 細 胞 で あ る紹細 細 砲 のribo-

someの 障 害 で あ り,ribosome;二 お け る蛋 白合成阻害

が抗 菌 作用 の 基本 と され て い る。 しか もAGsは 哺乳動

物 な どの真 核細 胞 のribosomeと は 結 台せ ず,そ のため

に 真 核 細胞 に 対 して は 毒性 が 低 い とされ て きた 重5,。しか

し真 核 細 胞 に お い て も,microsome蛋 白 とAGsの 結合

が あ る 以 上,AGsが 真 核 細 胞.こお い て も蛋 白合成を阻

害 す る 可能 性 は あ る わけで あ る。 わ れ わ れ は前報 におい

てAGsを 投 与 した ラ ッ ト て は,3H-leucineの 腎細胞

内 と りこみ が抑 制 され る こ とを認 め たが,さ らにラット

腎 皮 質ribosome分 画 を用 い たin vitroで の蛋 白合成

実 験 では,AGsの 阻 害 作 用 は 各薬 剤 の腎 毒性 にほぼ比

例 す る こ とを 報 告 した11)。 梅 田 ら16)も,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ribo-

someに 及 ぼ す 影 響 を 検 討 し,KM,SM,GM,CPな ど

は 遊 離型polysome分 画 の蛋 白 代 謝 を 阻 害 し,ま た

KM, SM, GM, CLは 膜 付着 型polysome分 画の蛋白合

成 を 阻 害 す る こ とを 認 め て い る。 し か しVERA-ROMAN

ら7)は,雄 性Sprague-Dawleyラ ッ トにGMを 腹腔

内 投 与 し,20分 後 に3H-leucineを さ らに腹腔内に投

与,そ の60分 後 に腎 を摘 除 し,腎 皮 質 の3H-leucinc

の と りこみ を 検 討 した が,GMに よる抑 制 はみ られなか

った と報 告 して い る。 これ は われ わ れ の報 告 と異なる成

績 で あ り,実 験 動 物,投 与方 法,時 間 な ど よ り詳細な検

討 が 必 要 で あ るが,前 報 で も報 告 した よ うに,わ れわれ

が用 いた 方 法 では,in vivo, in vitroと もにAGsの

腎ribosomeに 対 す る影 響 は 明 白 で あ り用,こ の85
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vitroの 方 法 をAGs相 互 間 の薬 物 学 的 特性 のscreening

に応 用 す る こ とは 可 能 で あ ろ う。

AGsに よ る腎 障 害 に お い て,近 位 尿 細 管 上 皮 細胞 の

lysosomeの 変 化 が み られ る こ とはす で に 多 くの研 究 者

に よって 報 告 され て い る1～3,5)。

KOSEKら5)はGMを ラ ッ トに投 与 す る と,近 位 尿 細

管 上 皮 細 胞 に お い て 著 明 なlysosomeの 変 化 が 起 こ り,

1ysosome内 にmyelinbodyが 出 現 す る こ とを 報 告 し

た。KosEKら5),お よびHouGHToNら4)は,こ のmye-

1inbodyの 出現 はendoplasmic reticulumな ど細 胞 内

の膜 構 造 がGMに よ って 破 壊 され,そ れ がlysosome

に と りこ まれ て消 化 を 受 け る際,lysosome酵 素 もGM

に よ っ て機 能 抑 制 を 受 け てい るた め,autophagocytosis

の増 強 と共 同 して,lysosome内 に 遺 残 物 質 の 蓄 積 が 起

こ り,myelin bodyを 形 成 す る と考 え て い る。 ま た

VERA-RoMANら7)も 同 様 の変 化 を 認 め,myelin body

につ い て も,こ れ はGMに よ って 障 害 を 受 け た 細 胞 内

小 器 官 がlysosomeに よ って と りこ まれ,消 化 さ れ る 際

の脂 質 遺 残 物 で あ る と して い る。 し か しSILVERBI'ATT

ら17)は,GMは 投 与 後1時 間 です で にlysosome内 に 入

り,lysosome以 外 で はapical vesicleにGMを 認 め

るだ け で あ った こ とか ら,GMは 直 接 に1ysosome内 に

入 り,そ こ でlysosome機 能 に 影 響 す る と推 論 し て い

る。JusTら18)も マ ウス 腎 でautoradiographyを 用 い て

検 討 し,GMは 近 位 尿 細 管 のapical partに 入 り,20

分 後 に は1ysosomeに 集 ま って く る こ とを 認 め,ま た ラ

ッ ト腎 皮 質 よ り作 製 したlysosome分 画 を 用 いin vitro

の実 験 を行 な い,AGsの 腎 毒 性 は1ysosomeに 対 す る

直 接 作 用 で あ る こ と と結 論 して い る9)。 ま たHARRIsON

ら1)もGM障 害 腎 で は 尿細 管 上 皮 細 胞 のlysosome以

外,他 の小 器 官 の変 化 が 少 な い こ とか ら,GMは 直 接 腎

1ysosomeに 作 用 す る もの で あ り,myelinbodyはGM

な どの塩 基 性 物 質 とlysosome基 質 の 酸 性lipoprotein

の相 互 作 用 に よ り生 じる も の で あ ろ うと して い る。 この

2つ の過 程 の ど ち らが 優 位 で あ るか は不 明 で あ るが,い

ず れ に して も,こ の よ うなmyelin bodyの 出現 か ら尿

細 管 上 皮 細 胞 の壊 死 へ と進 展 して行 き,ま た,そ の程 度

はAGs系 薬 剤 相 互 間 の毒 性 の強 さ に比 例 す る こ とは 認

め られ て い る1,18)。

わ れ わ れ もか な り以 前 にKMとDextran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2,3)。

このphagolysosome膜 はか な り脆 弱 に な っ てお り,こ

のphagolysosomeの 崩壊 に よっ て遊 出 す るlysosome

酵 素 が,自 家 融 解 的 に 細 胞 自身 を 障 害す る可 能 性 も,わ

れ わ れ は 同時 に主 張 した の で あ る。 そ の後lysosolneを

中心 と して尿 細 管 上 皮 細 胞 の 変性 壊 死 を考 え る報 告 もみ

られ る よ うに な った 。TULKENSら19)は 培 養 した ラ ッ ト

線 維 芽 細 胞 を用 い てAGsの 細 胞 内分 布 を 細 胞 化 学 的 に

検 討 し,AGsはlysosome内 にほ とん どが と りこまれ

る こ とを認 め,AGsが 腎 で もlysosomeに 集 積 し,そ

の機 能 障 害 を起 こす 可 能 性 を 示 唆 し た。 ま たMORIN

ら10)はAGsの 腎lysosomeに 及 ぼ す 影 響 をin vivoと

in vitroに お い て研 究 し,そ の 両者 に お い てAGs投 与

に よ りlysosome機 能 に変 化 の あ る こ とを 認 め て い る。

こ の よ うに多 くの報 告 でlysosome酵 素 に よ る細胞 障 害

の 可能 性 が 認 め られ て い る が,し か しVERA-RoMAN

ら7)は 腎 皮 質 のGM局 在 を 知 る た め,核,mitochon-

dria,microsome,cytosolの4分 画 に分 け てGMの 分

布 を測 定 し,cytosolに 近 く,他 の分 画 には 平 等 に 分 布

す る こ とを 認 め た 。 またacid phosphataseの 動 態 か ら

み る限 りで は,lysosome酵 素 の遊 出 に よ る細 胞 障 害 を

否 定 してい る。 しか し,こ の方 法 で は分 画 の精 製 度 が不

確 実 で あ り,lysosomeの 異 型 性 のた め に 各 分 画 へ の混

入 が 考 え られ,ま た 腎 病 変 の 局在 性 とlysosome酵 素 の

多 様 性 のた め に,こ の よ うな 結 論 を 出す の は 尚早 で あ ろ

う。

わ れ わ れ はlysosome膜 に 対 し て は,lysosomeの

light-scattering property,lysosome穎 粒 か らの蛋 白

の 遊 離,お よ びacidphosphatase, β-N-acetylglu-

cosaminidaseを 指標 と して,AGsに よるlysosome膜

の 損 傷 につ い て検 討 した が,AGsは 濃 度 に依 存 して 強

い 作用 を示 し,lysosomeのavailable activityの 増 大

を もた らす こ とを認 め た 。 この 程 度 は薬 剤 相 互 間 にお い

て か な りの差 が あ り,AGsの 腎 障 害 に関 す るin vitro

のscreeningtestと な る可 能 性 が考 え られ よ う。

以 上 の よ うにAGsは 腎 皮 質 のribosome,ま た1y-

sosomeの 両 者 に,in vivoで もま たin vitroで も,あ

る種 の 障 害 作用 を も って い る こ とは 確 実 の よ うで あ る。

この2つ の 障 害 が,互 い に どの よ うに 相 関 す る のか,こ

の 点 は まだ不 明 で あ るが,こ の よ う な 現 象 をAGsの

in vitroで の毒 性 比 較 に利 用 す る こ とは 可能 で あ ろ う。

AGsの 各 薬 剤 につ い て 腎 毒 性 を 比較 す る 場 合,従 来

よ り腎 組織 像 の変 化,血 液 理 化 学 所 見 の変 動 を比 較 した

り20～22),ま たDextranやSodium alginateと 同時 投

与 した 際 の 毒性 を 比較 した りす る方 法 が よ く用 い られ て

い る23)。 そ の 他薬 剤 投 与 時 の尿 中 酵 素 活 性 の 異常 を指 標

とす る こ と も可能 で あ る24)。 しか し,こ れ らの方 法 は,

い ず れ も動物 の個 体 差 に よ り,そ の 毒 性 の発 現,検 査 所
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見に変動が あることは よく経 験するこ とであ り,ま た組

織所 見の判定 には主観的要素を排除する工 夫が必要 であ

る。 この点か らみ てAGs相 互間の毒性比較,screening

の方法 としてinvitroの 方法があれぼ,in vivo実 験

の繁雑 さと,不 確実 さを補い,大 量,迅 速な,ま た計量

的な実験処理が可能 となるか も知れない。

Netilmicin(NTL)は 米国 シエ リング社 の 開発 し た

AGsの 一つで あ り,Sisomicinの1位 のア ミノ基をエ

チル化 して得 られた半合成物質 である。 これ は 従 来 の

AGsと 比較す ると抗菌作用 の特異性 と,腎 毒 性,聴 器

毒性が少 ない点で特徴を もっ て い る。ED肌STEINら12)

は25例 の重篤な グラム陰性桿菌感染症 に使用 して,優

れた成績 をおさめ てい るが,比 較的有用性の 高 いAGs

である。 この薬剤 の腎毒性をGMと 比較検討す るため

に,わ れわれ は上述 した方法で,ラ ヅ ト腎 のribosome

お よびlysosomeに 及ぼす影響 を追 求 した。 ラ ヅ ト腎

ribosomeの 蛋 白合成に対 する阻害作用 を比較検討 した

成績は,前 述 の ようにGMは どの濃度において もNTL

よ り強い阻害を示 し,GM:NT-Lが ほぼ1:3の 濃 度

比で同 じ程 度の阻害作用を認めた。すなわち,GMは 約

3倍 量のNTLを 投与 した場合 と同様の影 響 が あ り,

NTLはGMに 比べ,約1/3の 毒性を もつ もの と考 え

られた。

lysosomeに 対す る影響をin vitroで 検討 した結果 も

前述 した よ うに,lysosome穎 粒 の膜 の変性(available

activityの 変動)に 及 ぼす作 用 は,GMはNTLに 比

べ2～3倍 程度 の強い障害を示す ことが認め られた。 こ

の ようにinvitroの 実験成 績 はribosome,lysosome

両者 に対す る影響 とも,ほ ぼ同様 の結果を示 したが,こ

れ はわれわれ の方法の信頼性を示す ものといえ よ う。

KALOYANIDEsら20)は ラ ッ トでGMとNTLの 腎 機

能 に及ぼす影響を比較 してい るが,両 薬剤 を50mg/kg

か ら150mg/kgま で毎 日,8日 ～14日 間投与 し,両 薬

剤 とも尿細管性蛋 白尿は同程度に認 めたが,尿 濃縮力 の

減少,尿 量増加 はNTLがGMよ り軽度 であることを

報告 している。 また斉藤25)は成熟雄性SDラ ッ トに30,

90,120,150mg/kg/日 のGM,NTLを21日 間 筋 注

し,尿 所 見,BUN,SCr.の 測定,組 織学的 な検索を行

な ったが,NTLはGMよ りかな り腎毒 性が弱い として

い る。SoBERoNら22)もSDラ ッ トでGM,NTL,TOB

の毒性比軽を行ない,NTL,TOBはGMよ り毒性が少

ない ことを認 めた。

MoRINら10)は ラッ ト腎lysosomeに 対 す るAGsの

影響を,invivOお よびin vitroで 検討 し た が,そ の

結果,SISO,TOB,GMは 強度,NM,-LVDMは 中等

度,KM,AMK,NTL,SM,PRMは 軽 度の作用を認め

た と報告 してい る。 この成績は従来 よ り認め られている

臨床的,ま たは実験的な成績 と大体-一致 してお り,ま た

われわれ の結果 ともよく合致す るものであ った。
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EXPERIMENTAL STUDIES ON THE NEPHROTOXICITY 

OF AMINOGLYCOSIDE ANTIBIOTICS IN RATS 

IL COMPARATIVE NEPHROTOXICITY OF GENTAMICIN 

AND NETILMICIN IN VITRO EXPERIMENTS

KOZO HIRATA 

Section of Urology, National Fukuoka Central Hospital 

TOYOFUMI UEDA and SHUNRO MOMOSE 

Department of Urology, Faculty of Medicine, Kyushu University 

(Director: Prof. SHIJNRO MOMOSE)

HISAE HIRATA

Laboratory of Physiological Chemistry, Faculty of Pharmaceutiral Sciences, Kyushu University 

(Director: Prof. KEITARWO KATO)

Renal toxicity of aminoglycoside antibiotic agents, particularly gentamicin and netilmicin, was 

examined for the comparison. The toxic effect, in vitro, of these antibiotic agents on the ribosomal 

function and lysosomal membrane was examined in isolated ribosome from normal rats, and the fol-

lowing results were observed. 

1. Gentamicin and netilmicin exerted effects on ribosomal functions, and incorporation of 311- 

leucine was suppressed. 

2. The suppression was dependent on the concentration of antibiotic agents, and, particularly, high 

gentamicin concentration inhibited more than 90% of the 3H-leucine incorporation. 

3. Comparing the inhibitory action of gentamicin and netilmicin, the former showed 3 times 

greater inhibition than the latter. 

4. Denaturation of lysosomal granules was examined by means of light-scattering property to see 

the effect on the lysosomal membrane, and the effect of gentamicin was slightly stronger than netil-

micin. 

5. Lysosomal membrane was denatured immediately after the addition of the both antibiotic agents, 

and isolation of protein from the lysosomal granules was stimulated, and gentamicin exerted 2-3 

times larger effects than netilmicin. 

6. Damage of lysosomal membrane was examined using acid phosphatase activity and ƒÀ-N-acetyl-

glucosaminidase activity as indices, and the both antibiotic agents exerted concentration dependent 

effect, and available activity of lysosome was increased but soluble activity did not show significant 

change. 

7. Effect of gentamicin on the denaturation of membrane of lysosomal granules (change of avail-

able activity) was 2-3 times larger than that of netilmicin.


