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Benzylpenicillinの ヒ ト腎glutathione S-transferaseへ の

結 合 に お よぼ すorganican{onsの 影 響

芳 賀 敏 昭

帝京大学医学部第2内 科*

(平成4年9月14日 受付 ・平成5年2月8日 受理)

Benzylpenic-n(PCG)の 近 位 尿 細 管 排 泄 に お け る,ヒ ト腎glutathion S-transferase

(GST)の 役 割 を 明 らか に す る 目 的 で,ヒ ト腎cytosol分 画,精 製GST,pI5,0の 酸 性GST

とPCGの 結 合 に つ い て,centrifugecolumn法 を 用 い 検 討 し た 。 ま た,PCGの ヒ ト 腎

cytosol分 画,精 製GSTへ の 結 合 に お よ ぼ す,phenolsulfonphthalein(PSP),probenecid,

P-amin(心alycilicacid(PAS)の 影 響 に つ い て,さ ら に,こ れ ら 薬 剤 な ら び に 抗 生 剤 の 腎

GST活 性 に お よぼ す 影 響 に つ い て も検 討 し た 。

1.PCGは,添 加 量(0.8～4.0μmol,11A～57.1mM)に 依 存 して,ヒ ト腎cytosol(1.14

mg)に 結 合(4.3～15.3nmol)し た 。 こ の 結 合 は,PSP(0、26μmo1,3.7mM),probenecid

(5.15μmol,73.9mM),PAS(26.3μmol,375.7mM)の 添 加 に よ り阻 害 さ れ た 。 阻 害 剤

単 位 量 当 た りで み る と阻 害 の 強 さ は,PSP>probenecid>PASの 順 で あ っ た 。

2.PCG(10nm01,0.15mM)は,精 製 ヒ トGST(6.5nmol,288μg)に 対 し て も結 合

(49.7pmol)し,PSP(0.34μmo1,5。2mM),probenecid(58.4μmol,898.5mM)添 加 に

よ り,そ の 結 合 は,そ れ ぞ れ38.8pmol,8.23pmolに 減 少 し た。 阻 害 剤 単 位 量 当 た りで み る

と,PSPはprobenecidに 比 べ,強 い 阻 害 を 示 し た 。 ま た,PCGは 酸 性GST(0.24nmol,

10.56μg)に 対 し て も結 合(3.6pmol)し た 。

3.有 機 陰 イ オ ン,β-ラ ク タ ム 抗 生 剤 は,ヒ ト腎GST活 性 を阻 害 し た 。 各 薬 剤 の 阻 害 定 数

(Ki)は,阻 害 の強 い順 にPSP (0.23mM), probenecid (0.93mM), PAS (7.7mM), PAH

(23.6mM)で,抗 生 剤 のKiはcefuzonam (CZON)(1.98mM), nomoxef (FMOX)(14.0

mM), methicillin (DMPPC)(15.4mM), imipenem (IPM)(19.2mM), ceftriaxone

(CTRX)(21.5mM), PCG(28.0mM)の 順 で あ っ た 。 近 位 尿 細 管 よ り 排 泄 さ れ な い

gentamicin (GM), erythromycin (EM), fosfomycin (FOM)は,GST活 性 を ま っ た く阻

害 しな か っ た 。

以 上 に よ り,ヒ ト腎GSTはorganic anion,β-ラ ク タ ム 剤 の 近 位 尿 細 管 細 胞 内 で の,car-

rier proteinと して の 役 割 を持 っ て い る可 能 性 が 示 唆 され た 。

Key words:ヒ ト腎glutathione S-transferase (GST), benzylpenicillin (PCG), organic

anion, carrier protein, β-ラ ク タ ム 剤

Benzylpenicillin(PCG)は,主 と して 腎 よ り排 泄 さ れ

るが,そ の 腎排 泄 機 構 はprobenecidを 併 用 す る と,PCG

の血中濃度 の上 昇 が み られ る こ とか ら,近 位 尿細 管 か ら排

泄され る と考 え られ て い る1)。一 方,glutathione S-trans-

ferase(GST)は,ヒ トで は肝 臓 を は じめ 腎,胎 盤 な ど に

存在 し2,,肝 臓 で は肝細 胞 質 内 にお け るorganicanionの

carderproteinと しての 役割 を持 つ こ とが 知 られ てい る3)。

西谷 らは,β-ラ ク タ ム 剤 の 肝 細 胞 内移 行 に ヒ ト,マ ウ ス

およびラットで肝GSTが 重要な役割を持つと報告 してい

る4～6)。

ヒ ト腎においては,GSTは 近位尿細管の細胞質に局在

している7,。肝GSTと 同様に,腎GSTも また近位尿細管

細胞質内でのcarrierproteinと しての役割を持つことが

推測されるが,ヒ ト腎GSTと β-ラクタム剤 との結合を調

べ,腎GSTと 抗生剤の近位尿細管排泄 との関連を検討し

た報告は,現 在の ところ見 られていない。そこで今回,
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PCGと ヒ ト腎cytosol蛋 白 な ら び に精 製GSTの 結 合 と,

そ の結 合 にお よ ぼす ヒ ト腎近 位 尿 細管 か ら排 泄 され る とい

わ れ るprobenecid,phenolsulfonphthalein(PSP).P-

aminosalicylicacid(PAS)の 影響 を調 べ,さ らに これ ら

薬 物 や抗 生 剤 の 腎GSTの 酵 素 活性 に お よぼ す 影 響 に つ い

て も調 べ,PCGの 近 位尿 細 管排 泄 機構 と腎GSTの 関遮 に

つい て検 討 したので 報 告 す る。

1.材 料 と 方 法

1.以 下 の 薬 剤,抗 生 剤 を 使 用 した 。

Probenecid(科 研 製 薬),phenolsulfonphthalein

(PSP)(第 一 製 薬),P-aminohippuricacid(PAH)

(和 光 純 薬 工 業),P-aminosalicylicacid(PAS)(半

井 化 学 薬 品),benzylpenicillin(PCG)(明 治 製 菓 〉,

methicillin(DMPPC)(萬 有 製 薬),ceftriaxone

(CTRX)(日 本 ロ シ ュ),nomoxef(FMOX>(塩 野

義 製 薬),fosfomycm(FOM)(明 治 製 菓),eryth-

romycin(EM)(塩 野 義 製 薬),cefuzonam(CZON)

(日 本 レ ダ リ ー),imipenem(IPM)(萬 有 製 薬),

gentamicin(GM)(塩 野 義 製 薬),reduced glutath-

ione(GSH)(Sigmachemicalcompany,St.Louis,

U.S.A.),1-chloro-2,4-dinitrobenzene(和 光 純 薬

工 業)。

2.方 法

1)ヒ ト腎GSTの 精 製

腎 腫 瘍 に て 摘 出 され た 腎 の正 常 実 質 部 分 を,た だ ち

に-80℃ に 保 存 し た。1～2か 月 以 内 に,室 温 に て 解

凍 し,細 断 後,3倍 容 の20mMphosphatebuffer

(PB)pH7.4,1.4mM2-mercaptoethano1,0.1M

EDTA,0.25Msaccharoseを 加 え,テ フ ロ ン ホ モ ジ

ュ ナ イ ザ ー で,20回 上 下 さ せ た 後,4℃,110,000g,

90分 間遠 心(Hitachi80p)し,上 清 を 得 た(腎cyto-

so1分 画)。 以 下 の ス テ ッ プ は,す べ て4℃ で 行 っ た 。

こ の 腎cytosol 120mlを 濾 過 後(WhatmanN0.2),

20mMPBpH7.0で 透 析 し,次 い で,GSHで 活 性 化

し たEpoxyactivatedsepharose 6B(Pharmacia,

UpPsala,Sweden)を 用 いbedvolume 133cm3の

afhnitycolumnを 作 成 した8)。 腎cytoso1全 量 を,こ

のafHnitycolumnに 添 加 し,perfusionpump

(Advantec,TMP-6L)を 用 い,24時 間 循 環 さ せ た

の ち 流 出 液 中 のGST酵 素 活 性 を測 定 し,活 性 の な い

こ とを 確 認 した 後,21の20mMPBpH7.0でcol-

umnを 十 分 洗 浄 し た 。 蛋 白 の 流 出 の な い こ と を 確 認

後,50mMTris-HCIpH9.6,5mMGSHを 用 い,

GSTを 流 出 さ せ フ ラ ク シ ョ ン コ レ ク タ ー(15m1/fr./

15min.:BIO-RADmodel2110)に てGST分 画 を 採

取 した 。 このGST分 画 を透 析 膜 に よ る 陰 圧 吸 引 法 に

て 濃 縮 し。1.2mlの 精 製GSTを 得 た。 こ のGSTは

10%SDS-PAGEで8inglebandで あ る こ と を確 認 し

たgl。 酸 性GSTの 精 製 は,PBE94(Pharmacia,

Upp8ala,Sweden)のcolumnを 用 い たchromato-

focusing(pHrange7-4)}こ よ り行 っ た。 す な わ ち

25mMimidazole-HCIpH7Aをstartingbufferと

し,polybuffer74-HClpH4.0(Pharmacia,Upp-

sala,Sweden)を 添 加 後,精 製GSTを 加 え,再 び

polyb雌er74pH4,0を 添 加 し,フ ラ ク シ ョ ン コ レ ク

タ ー で 採 取 し,等 電 点(pl)5.0のGST分 画 を 得 た。

こκ も同 様 に濃 縮 し,-80℃ で 保 存 し た。

2)Centrifugecolumn法 に よ るPCG結 合 実 験

[1℃]PCG(比 活 性:58.5mCi/mmol)(ア マ シ ャ

ム ・ジ ャ パ ン)を 用 い,ヒ ト腎cytosol,精 製GSTお

よ び 酸 性GST(pl5.0)とPCGの 結 合 を,以 下 に述

べ るcentrifugecolumn法 で 測 定 し た。 また,ヒ ト腎

cytosolへ のPCGの 結 合 に お よ ぼ すProbenecid,

PSP,PASの 影 響 と,精 製GSTへ のPCGの 結 合 に

お よ ぼ すprobenecid,PSPの 影 響 に つ い て も検 討 し

た。

Centrifugecolumn法:1ml用 ツ ベ ル ク リ ン シ リ ン

ジ の 先 端 にcottonplugを つ め,SephadexG-25

superfine(Pharmacia,UpPsala,Sweden)1mlを

充 填 し,あ ら か じ め150g,2分 間 遠 心(Sakuma,

RSL-05A)し,水 分 を 除 去 しcentrifugecolUmnと

し た。 ヒ ト腎cytosol50μlま た は精 製GST40μlと,

あ ら か じ め 溶 解 し た 薬 剤15μ1を そ れ ぞ れ 混 合 し,

37℃,30分 間incubationし た 。 そ の 後PCG5μ1を

加 え,さ ら に,37℃,30分 間incubation後 に,そ の

全 量 をcolumnへ 添 加 し,1509,2分 間 遠 心 後,20

mMPBpH7.4を50μ1づ り 各columnに 添 加 し,同

様 の 遠 心 を 行 っ た 。 さ ら に 同 様 のbuffer添 加 と遠 心

を も う一 度 繰 り返 し,計3回 の遠 心 濾 液 を 集 め た。 そ

の濾 液 に シ ン チ レ ー タ ー を加 え,シ ン チ レー シ ョ ンカ

ウ ン タ ー(Aloka,LSC-700)に て,結 合PCG量 を

測 定 し た4)。 ま た 酸 性GST(pI5.0)10μlは,PCG

5μ1と 結 合 させ,同 様 に 結 合 量 を測 定 した 。

3)GST酵 素 活 性 の 測 定

基 質 と して,1-chloro-2,4-dinitrobenzene,緩 衝 液

に0.1MPBpH6.5,1mMGSHを 用 い てHabigら

の 方 法 に 従 い10),吸 光 度340nm(日 立 分 光 度 計220

A)に て,室 温 でGST活 性 測 定 を行 っ た。 各 種 薬 剤

の 影 響 に つ い て は 腎cytosolに,各 々 の 薬 剤 を添 加 し

て 検 討 し,Dixonplot,s/v-Splotに よ り,阻 害定 数

(Ki),阻 害 型 を決 定 し た。

4)蛋 白量 の 測 定:Bradfordら の 方 法 に従 い11),吸
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Table 1. Purification of GST from human kidney

Fig. 1. Binding of benzylpenicillin (PCG) to
human kidney cytosol.

The reaction mixture contained 1.14 mg of
human kidney cytosol and various amounts of

PCG (0.8 to 4.0 /mon in 110 pl of 10 mM

potassium phosphate buffer, pH 7.4. The
amounts of the bound PCG were measured by
the centrifuge column procedure.

Each curve is on the average of duplicate
or triplicate, and the vertical bars denote the
standard deviation.

光度595nmで 測 定 し,あ らか じめ作製 した検量線 に

より蛋白量を決定 した。

IL結 果

1.ヒ ト腎GSTの 精 製

Table1に,ヒ ト腎 よ りGSTを 精 製 した過程 を示

す。GSTの 比 活性 は,cytoso1分 画 の86.4倍 を示 し

た。

2.ヒ ト腎cytosol,GSTへ のPCGの 結合お よび

PSP,probenecid,PAS添 加 の影響

Fig.1にPCGの 添加量 を変化させ た場合 の ヒト腎

cytosolへ のPCGの 結 合 量 の変 化 を示 す。 ヒ ト腎

cytosol 1.14mgに,PCGO.8～4.0μmo1(11.4～

57.1mM)を 添加 したところ,pCGの 結合量 は4.26

～15 .3nmolま で増加 した。

Fig. 2. Effects of organic anions on binding of
benzylpenicillin (PCG) to human kidney
cytosol.

Phenolsulfonphthalein (PSP) (0.17

prnol) , probenecid (2.35 pmol) and p-ami-
nosalicylic acid (PAS) (23.7 pmol) were
added to 1.14mg of human kidney cytosol.
After 30 min, PCG (4.19 pmol) was added to

the mixture. The amounts of bound PCG were
measured by the centrifuge column procedure.

Each column is on the average of dupli-

cate or triplicate, and the vertical bars denote
the standard deviation.

Fig.2に,ヒ ト腎cytoso1へ のPCG結 合 に お よ ぼ

すPSP,probenecid,PASの 影 響 を示 し た。 腎cyto-

sol1.14mgに,あ らか じ めPSP(0.17μmol,2.4

mM),probenecid(2.35μmol,33.6mM),PAS

(23.7μmol,338.6mM)を 添 加 し,37℃,30分 間

incubation後 にPCG(4.19μmol, 59.9mM)を 添

加 し,同 様 にincubationし た の ち,PCGの 腎cyto-

solへ の 結 合 量 をcentrifuge columnを 用 い て 測 定 し

PSP,probenecid,PAS無 添 加 の も の と比 較 し た。 無

添 加 のPCG結 合 量(29.4nmol)に 比 べPSP添 加 で

は,PCG結 合 量 は25,0nmolに 減 少 し,14.5%の 阻

害 が 認 め ら れ た 。 同 様 に,probenecid添 加 で は25.1
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nmolに 減少 し14.4%の 阻 害 を,PAS添 加 で は17.9

nmolに 減 少 し38,7%の 阻害を示 した。各薬剤の添加

濃度がそれぞれ異なるため,こ れ ら阻害率を各薬剤の

単位量当 た りで比 べる と,PSP>probenecid>PAS

の順 で強い阻害 を示 した。

Fig.3に,PCGの 添 加量 をさらに減少 させ た場合

の腎cytosolへ のPCG結 合 量の変化 と,PSP,pro-

benecid,PASの 阻害作用について示 した。同量の ヒ

ト腎cytosolに あ らか じ めPSP(0.26μmo1,3.7

mM),probenecid(5.15μmol,73.6mM),PAS

(26.3μmol,375、7mM)を 添加 し,同 様に結合PCG

量 を測定 した。各薬剤 の阻害 は,PCG添 加 量 を1/5

まで減少 させ ても認め られ,PCGO.8μmol添 加 時,

PSP,probenecid,PAS無 添加 と比較 し,PSP,pro-

benecid,PASの 阻 害 率 は,各 々6.3%,32.4%,

14.8%で あ り,添 加薬剤単位量当たりでみると,や は

りPSP>probenicid>PASの 順 で強 い阻 害 を認 め

た。

Fig. 3. Inhibitory effects of phenolsulfonphth-
alein (PSP), probenecid and p- amino
salicylic acid (PAS) on binding of benzyl-

penicillin (PCG) to human kidney cytosol.
PSP (0.26 pmol), probenecid (5.15 pmol)

and PAS (26.3 pmol) were added to 1.14 mg
of human kidney cytosol. After 30 min, vari-

ous amounts of PCG (0.8 to 4.0 pmol) were
added to the mixture. The amounts of the
bound PCG were measured by the centrifuge
column procedure.

Each curve, except for that of the control
which showed in Fig. 1, is on the average of
duplicate.
○… ○: no inhibitor ●-●: PSP

▲-▲: ptobenecid △-△: PAS

3.精 製 ヒ ト腎GSTへ のPCGの 緕合およびPSP,

probenecid添 加 による影響

Fig4に,精 製ヒmGST(6.5nmol,288μg)と

PCG(10nmd,0,15mM)の 結合およびPSP(0,34

μmo1,5.2mM),probenecid(58,4μmo1,898.5

mM)添 加 による影響を示す。PSP,probenecid無 添

加では,GSTlnmol当 た り7.7pmo1のPCGが 結合

し,PSP,Ptobenecid添 加 により。それぞれ結合量

は6.0pmol,L3pmolに 減 少 し,そ れぞれ22%,83

%の 胆 害 を認めた。添加PSP.probenecid単 位量当

たりに換算するとPSPは,probenecidに 比 べ強い阻

害 を示 した。 さ らに酸性GST(pl5.0)024nmol

(10.56μg)へ のPcG10nmol添 加 時の結合量は3、6

pmolで あ った0

4.ヒ ト腎GST活 性 におよぼす各種薬剤の影響

ヒ ト腎GSTが,PCGな どの抗生剤の近位尿細管

細胞内輸送に関与 しているとすれば,各 薬剤がGST

に結合 し,そ の酵素活性 を阻害すると考えられる。そ

こで,PSP,probenecid,PASと 各種抗生剤,す なわ

ち近位尿細管排泄型 といわれているPCG,DMPPC,

FMOX,IPMと 糸球体濾過型のFOM,GMや 脂溶性

で肝排泄型のEM,肝 ・腎排泄型のCTRX.CZONに

つ いて,そ のGST活 性 におよぼす影農について検討

Fig. 4. Effects of organic anions on binding of
benzylpenicillin (PCG) to human renal

glutathione S-transferase (GST).
Phenolsulfonphthalein (PSP) (0.34 gmol)

and probenecid (58.4 mmol) were added to
6.5 nmol of human renal GST. After 30 min,
PCG (10 gmol) was added to the mixture.

The amounts of bound PCG were measured.
Each column is on the average of duplicate

or triplicate, and the vertical bars denote the

standard deviation. The column of PSP is
from a experiment.
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Table 2. Inhibition constants (K1) and inhibitory types of human renal GST for

antimicrobial agents and organic anions

(a)

(b)

Fig. 5. s/v versus S plots of probenecid and

benzylpenicillin (PCG).

The inhibitory effects of probenecid (a)
and PCG (b) on human renal glutathione S-
transferase (GST) were competitive. The

Ki values of probenecid and PCG for the GST
were 0.42 and 20.1 mM, respectively.

した。

Table2に,各 種薬剤 のKi値 と阻害型 を示す。 ま

た,Fig.5に,probenecid,PCGのs/v-Splotを 示

す。probenecid,PCG共 に措抗型阻害 を示 し,Dixon

plotで 求 めたそれぞれのKiは,0.94mM,28.0mM

で あ り,probenecidはPCGよ りKiが 小 さ く低濃度

でGST活 性 を阻害 した。β-ラ クタム剤のKiは14～

28mMの 間 であ り,PSP,probenecidに 比 べ1/100

～1/10の 活 性阻害を示 した。一方,そ のほ とん どが

糸球体濾過により腎排泄 されるFOMやGM,ま た脂

溶性胆汁排泄型のEMは,GST活 性 をまった く阻害

しなかった。

III.考 察

GSTは,ヒ トでは肝 をはじめ広 く生体内に分布 し,

内因性および発癌物質 を含む外因性異物 とGSHと の

抱合 を触媒する解毒酵素の機能 をもち,さ らに各種有

機陰イオンと結合 し,有 機陰イオンの細胞内輸送 を行

ってい ると考 え られている3)。GSTは,等 電点 によ

って塩基性,中 性,酸 性に大別 され,ヒ ト腎では中性

(pI7.0前 後)の もの は少 な く,塩 基性(pI9.0前

後),酸 性(pI5.0前 後)の ものが多い特徴を持 っ2)。

また酸性GSTは 肝 にはみ られないが,等 電点の違 い

に よるGSTの 特 異性 や機能的差異 は明 らかで はな

い。一方 ヒ ト肝においては,肝GSTと 各種抗生剤 ・

有機陰イオンが結合 し,細 胞 内輸送の役割を果 してい

る ことが報告 されている3,4)。ヒ ト腎における抗生剤

の尿細管排泄 における細胞膜 の役割 は重要であるが,
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細胞内輸送機序 は現在の ところ不明な点が多い。Pen-

icillin,PASは,probenecidを 併 用することによ り,

近 位尿細管分泌が競合的 に阻害 され,probenecidを

併 用しない場合に比べ,2倍 以上の血中濃度上昇 を認

めることが知 られている。 また,ヒ ト腎GSTは 腎近

位尿細管細胞質内に局在 していることもよく知 られて

いる7)。さらにKaplowitsら12)は,GST活 性 阻害 の

面か ら検 討 し,ラ ッ ト腎GSTと 肝GSTが 免 疫 学

的 ・機能的 に似てお り,腎GSTも 細胞 内の有機陰イ

オン輸送系に関与 している可能性 を示 した。 これらの

事実は,腎GSTが 近位尿細管細胞内でPCG,PAS,

probenecidな どに対す る共通 なcarrier proteinと し

て働いている可能性 を示唆 している。

そ こで今 回,PCGの 尿 細 管細胞 内移行 に ヒ ト腎

GSTが 関与 しているか否かを検討 した。 まず ヒ ト腎

cytosolとPCGの 結 合 を調べた ところ,PCGの 添加

量の増加 に伴 い,用 量依存的 に腎cytosolへ のPCG

の結 合量が増加 した。次いで,近 位尿細管か ら選択的

に排泄される物質 として知られるPSP,probenecid,

PASの 腎cytosolへ のPCG結 合 におよぼす影響 につ

いて検討 した ところ,PSP>probenecid>PASの 順

に,PCGの 腎cytosolへ の 結合 は強 く阻害 され た。

その阻害率は,PCG添 加 量 を0.8～4.0μmolで 変化

させて も,各 濃度において,ほ ぼ一定していた。以上

の事 実 は,PCGとPSP,probenecid,PASは 腎

cytosolに 存 在するある種の共通な蛋 白に結合 してい

ることを示している。

次に,精 製GSTを 用 いて,PCGと の結合お よび,

そのPCG結 合 におよぼすPSP,probenecidの 影響 を

検討 したところ,GSTとPCGと は,明 らかに結合

し,さ らにその結合 もPSP,probenecid添 加 によ り

阻害された。次に,肝 には存在せず,主 に腎 と胎盤 に

存在する比較的特異な酸性GSTに もPCGが 結 合す

るか否かを検討 したところ,明 らかにPCGの 結 合が

認め られた。 このことは,腎cytosolに 存在 する共通

な結合蛋白にひ とっ としてGSTが 重 要な役割 を持 っ

ている可能性を示 している。

さらに,薬 剤のGSTへ の結合 とKi値 との関連 に

つ いて は,Kiか ら み たGSTへ の 結 合 力 はPSP>

probenecidの 順 に強 く,こ れ は結合実験 による阻害

の強さの順と一致 していた。腎cytoso1で の結合実験

で も,PSP>probenecid>PASの 順 で あ り,こ れ も

Kiと 同 じ順 であった。Ki値 はGSTと1-chloro-2,4

-dinitrobenzeneの 結 合をどの程度阻害するか を示す

ものであ り,非 拮抗型または拮抗型阻害を示した薬剤

は,GSTに 結合す ることは間接的で はあるが明 らか

である。 さらにヒ ト肝GSTに つ いてのKiと 緒合力

の指標であるKdに ついての相関をみた我々の最近の

知 見 で は,PCG,cefazolin(CEZ),cefoteta"

(CTT),cefpiramide(CPM)の 肝GSTに 対するKi

とKdは よ く相関がみ られた(未 発表データ)。 この

ことは腎GSTに お いて もKiとKdの 問 に同様 の相

関があ る可能性 を示 してい る。以上 より.各 薬剤の

Kiの 比較 は,確 かにPCGの 腎GSTへ の結合におよ

ぼす各薬剤の阻害の強 さをある程度反映 していると考

えられた。また結合の強 さはKi値 から考 えても強い

もの とは考えられず,電 気的な非特異的結合 と考えら

れた。

抗生剤についてはβ-ラ クタム剤の うち,尿 細管排

泄型 といわれるPCG,DMPPC ,FMOX, IPMは,

GST活 性 を阻害し,糸 球体濾過型のFOM,GMや 脂

溶性で肝排泄型のEMは,GST活 性 を阻害せず,活

性阻害 と尿細管排泄の程度 との関連 を示唆する結果で

あった。

腎お よび肝か らもよく排泄 され るCZON,CTRX

は腎GST活 性 を阻害したが,そ の腎排泄機構は,一

般 にprobenecid併 用時 にその尿中排泄量に変化のな

いことか ら,主 に糸球体濾過型 と判断する場合がみら

れ る。ラッ ト肝GSTへ のPCGの 結 合 をprobenodd

が阻 害す ること(投 稿準備中)を 考 えると,CZON,

CTRXにprobenecidを 併 用した場合,肝 と近位尿細

管の両方 でprobenecidと 競 合 して いる可能性があ

る。すなわち,今 回CZON,CTRXが 腎GST活 性 を

阻害 したことは,probenecid併 用時に両剤 とも尿細

管排泄 も行われているが,肝 で もprobenecidと 競合

し代償的に腎糸球体からの排泄量が増加 し,そ のため

尿細管排泄の減少の影響が小さ くなり尿中排泄量とし

ては変化がでなかった可能性 も考 えられる。この点に

ついて は,さ らに検討す る必要があると考えられる

が,一 般 にprobenecid併 用 による抗生剤の血中濃度

上昇をもってその腎排泄機構を近位尿細管排泄と決め

る従来の考え方に,一 考 を要する可能性 も示唆してい

る。さらに,β-ラ クタム剤やorganicanionの 活性阻

害 が腎GSTと 肝GSTで 異 なるか否かについても今

後検討する必要があると考える。

以上の成績か ら,ヒ ト腎GSTは 近位尿細管細胞内

におけるPCGを はじめ とす る近位尿細管排泄型のβ

-ラ クタム剤やPSP
,probenecid,PASな どのcar

rier proteinと しての役割 を担 っている可能性が示唆

された。 さらにGSTが 腎細胞内輸送に具体的にどの

ような働 きをしているのか,血 中のalbuminの よう

にbinding Proteinと して腎w細胞内に薬剤を単に保持
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しているだけなのか,ま たは血中から腎細胞内への取

り込みにも関与しているのか,あ るいはより積極的に

血管側細胞膜から薬剤を受取り,細 胞質内を運搬し尿

細管腔側細胞膜へ渡す役割を持っているのか否かにつ

いては今後さらに明らかにすべき点であると考える。

本論文の要旨は,第87回 日本内科学会(1990),第

38回日本化学療法学会縁会(1990)で 発表した。
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Effects of organic anions on benzylpenicillin binding

to human renal glutathione S-transferases

Toshiaki Haga

Second Department of Internal Medicine, Teikyo University School of Medicine,
2-11-1, Kaga, Itabashi-ku, Tokyo 173 Japan

The binding of benzylpenicillin (PCG) to human renal cytosol and glutathione S-transferases

(GST) were investigated using the centrifuge column procedure to clarify the role of renal GST in

transporting PCG through the renal proximal  tubule. PCG bound to the cytosol dose-dependently,

and the binding was inhibited by phenolsulfonphthalein (PSP), probenecid and p-aminosalicylic

acid (PAS). PCG also bound to the GST, including the acidic GST characteristic to the kidney, and

the binding was inhibited by PSP and probenecid. The organic anions and some ƒÀ-lactam antimi-

crobial agents inhibited renal GST activity. The inhibition constants (Ki) were 0.23 for PSP, 0.93

for probenecid, 7.7 for PAS, 2.3.6 for p-aminohippuric acid (PAH), 1.98 for cefuzonam (CZON),

14.0 for flomoxef (FMOX), 15.4 for methicillin (DMPPC), 19.2 for imipenem (IPM), 21.5 for

ceftriaxone (CTRX) and 28.0 mM for PCG. Gentamicin (GM), erythromycin (EM) and fos-

fomycin (F0M), which are not excreted by the renal proximal tubule, showed no inhibitory effects

on GST activity. It is suggested that the human renal GST plays an important role as intracellular

carrier proteins for transporting organic anions and some fi-lactam antimicrobial agents through the

renal proximal tubule.


