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抗 生 物 質 の 腎 分 画 内 濃 度
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ANTIBIOTIC CONCENTRATION IN KIDNEY CELL FRACTIONS 

                        Kimio  FUJITA 

            From the Department of Urology, National Medical Center Hospital

   A two-compartment model of kidney cells is designed. The first compartment is the cytoplasm, 

the other is  u large organelle fraction consisting of lysosomes and mitochondria. Drugs easily 

accumulated in the second compartment are considered to be harmful to the kidney. Although small 

molecular antibiotics move across membranes, they reach a certain equilibrium within 30 minutes. 

Therefore reproducible values of antibiotic concentrations in both fractions can be obtained. The two-

compartment model provides a new approach to pharmacokinetic study at a subcellular level. 
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緒 言

抗生物質の組織内濃度が高いのははたしてよいこと

なのであろうか.本 研究1・2)はこの素朴な疑問から出

発した,最 近,薬 物動態的(pharmacokinetic)な 考

え方が浸透して,血 中濃度,組 織内濃度,さ らに病巣

内組織,あ るいは尿中濃度,胆 汁内濃度など,目 的と

する組織ないし体液内濃度を高めるのが化学療法の目

標であるといわれている.し かし他方では,腎 毒性が

高いとされるアミノ配糖体は腎に長期間,高 濃度で蓄

積されることが知 られている.こ の相反するふたつの

問題に対するひとつの解答の試みとして,本 研究がな

された.

細 胞の2・ コンパー トメ ン ト

アミノ配糖体の蓄積部位は,細 胞分画でいうとリソ

ゾームに特異的であるとされている.こ れはア ミノ配

糖体にラベルした放射性同位元素の位置が,連 続勾配

遠心法でリソゾームの指標酵素である酸性フォスファ

ターゼと一致することを多 くの研究者が認めている3).

また,テ トラサイクリンは ミトコンドリアに特異的に

分布することを,テ トラサイクリンのもつ蛍光を利用

して組織学的に認めたという報告がなされている4).

これ らの事実は本研究でも確認された5).

しか しなが ら,リ ソ ゾー ム と ミ トコ ン ドリアは た が

い に 近 い比 重 に 分 布 して い て,完 全 な 分離 はむ ず か し

い.本 研究 は純 粋 な ピ ー ク部 分 を と りだす のが 目的 で

は な く,全 量 を 回 収 して 定 量 す る こ とを め ざ してい

る.し か も後 に 述 べ る よ うな透 過 性 の 問題 が あ るた め

に,複 雑 な,時 間 を 要す る操 作 を 加 え て いれ ば 薬 物 は

そ の間 に 移 動 して しま うの であ る。

そ こで本 研 究 で は リ ソ ゾー ム と ミ トコ ン ドリアを 分

離 せ ず ひ とつ の 沈 渣 分 画 と して,こ れ をsediment

fraction,あ るい は リ ソ ゾー ムを ふ くむ 分 画,1arge

organalle分 画 な ど と称 す る こ とに した(TableI) .

こ の ア イ デ アに よ っては じめ て,細 胞 分画 レベ ル での

 Table  1. Method to make kidney fractions 

 (kidney] 
Irrigated from aorta, and harvested 
1:4 with  0.311 sucrose-lmM EDTA(pH 7.0) 
Homogenated with teflon homogenizer

 I350g,  Smin
sup. 

 19,000g,  3min

supernatant 
fraction

cytoplasm 
microsomes

 undestroyed cells 
nucleus 

ldissolve 1
9,000g,  3min

sediment fraction

lysosomes 
 mitrichondria
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Cytoplasm

Large

organelle

Nucleus

9,0009

3min

3509

5min
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回の操作で両者の境界線を引 くと,一 方の減量がただ

ちに他方の増量を意味し,手 技的なエラーによる境界

線のずれがこの比に大きく影響することになる.1回

目の操作で上清分画の境界を引き,2回 目の操作で沈

渣分画の境界を引 くことによって,洗 瀞分画をbuffer

zoneに 利用することで手技的なエラーの影響を小さ

くしたのである.

しかしそれ以上に本質的な問題として,次 項に述べ

るように,本 来は沈渣分画に属すべき薬物が操作中に

洗潅分画に移行する現象がある.

動 的 平 衡

Fig.1.Oursystemis,inshort,atwo-

compartmentmode;ofacelI

薬物 の 動態 の追 求 が 可 能に な った とい え る。

これ は いわ ぽ 細 胞 のTwo-compartmentmodelで

あ る(Fig.1).Endocytosisの こ と6)を ぬ きにす れ

ば,細 胞 外 の物 質 は まず この 上清 分 画 に 分 布 し,つ い

でsecondcompartmentで あ る 沈 渣分 画 に は い り

こむ とみ なす ことが で きる.

Fig・3の0点 からは じまる曲線は,沈 渣分画を抗

生物質をふ くむ緩衝液と混和し,分 画内へのとりこみ

をみたもので ある.抗 生物質は37℃ ではすみやか

に,0℃ ではやや遅れて沈渣分画にとりこま激,い ず

μ9/mユ

30

分画操作の問題

ところで遠心沈でんという操作をもういちどふ り返

ってみたい.こ の場合の遠沈操作は,純 粋な一部分を

とり出せぱよいというのではなく,定 量的な分離を意

味している.

Fig.2に 示 したように,沈 渣の粒子が大きければ,

間隙には上清となるべき液体がはい りこんでいる.ま

た,本 来は上清分画に属すべき可溶性の物質が粒子の

表面に附着していることもある.こ の部分を除 くため

に,沈 渣を洗 うという操作が通常おこなわれる.

洗 った溶液は,上 述の理由によれば上清分画に属す

べきものである,し か し本研究ではこの溶液を除外す

ることにした.そ の理由はいくつかある.

つねに境界面できねいに分注できるとは限らず,手

技的な誤差がともなうので,そ の危険を分散させるの

もひとつの理由であった。つまり,本 研究では上清分

画濃度と沈渣分画濃度の比を問題にしているので,1

即イ
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Table2.Whatoccurrsduringtheprocedure

Volumeratioatcentrifugeisabout10:1

sup sed

Ifthedrugisevenlydistributed,

110

Sup.100

9.1

10

Sed・0・9 ,

れにしても30分 もすれば平衡に達する.こ のような問

題はあまりとりあげられることがないが,組 織をホモ

ジェネー トにした段階からすでにこの現象ははじまっ

ているのである.

本実験系では上清と沈渣の体積比はほぼ10:1で あ

る.そ こで,も し薬物が濃度勾配を もたず,単 純に

volume-dePendentに 分布するなら(Table2),1

回目の遠沈で10:1に 分布 し,2回 目の遠沈でまた10

:1に 分布するので,比 は100:0.9に な る.こ れを

一般式にしたのがFig .4で あ る.

もちろん実際には均質な液体系ではないが,ひ とっ

のモデルとしてみていただきたい,細 胞内では上清分

画成分と沈渣分画成分が同じ体積を占めるとするなら

ば,a/bの 比に分布している,こ の物質が完全に平衡

関係で動くのなら本実験によって得られる値はa+9/b

(1+10/b)と な り,aもbも 十分 大きな値ならa/b

に一致する.い ずれにしてもこの値はaとbだ けで規

定されてお り,人 為的な数値をふくんでいないことは

本研究を進めるうえで重要な事実である.

測 定 の 問 題

本実験系で分画された検体中の抗生物質濃度の測定

に関しては,ど んな測定法によってもよいのであるが,

費用が安価であり短期間に大量の検体の処理が可能で

a+9

[晶 一票,晶 ・b
Dl=Dsed+D2

⊇亜L=(a+9)/10D2/10 _1Dl
b万 証 「一5

跨器・禦 〔101+b)

relationshipbetweentheinvitro

tolnVtvoratlo.
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あるという理由によって細菌を用いたbioassayを お

もに利用した.

bioassayの 場 合,多 くの研究者は燐酸緩衝液を用

いているが本研究では庶糖密度を利用しているので,

この系においてもbioassayが 成立するかどうか吟味

することが要求された.Fig.5お よびFig.6に 示 し

たように本系では阻止円もシャープで,標 準物質につ

いての直線性も満足すべきであった.

結 語

抗生物質の組織内濃度が高いのは望ましいことなの
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であ ろ うか とい う疑 問 か ら,細 胞 のtwo-compart-

mentmodelを 考 案 した.secondcompartmentに

あた るの は リソ ゾー ム な どを ふ くむlargeorganelle

分 画 で あ る.両compartment間 の ダイ ナ ミッ クな

薬 物 の 行 動 の実 際 を 確 め,本 実 験 系 の もつ 意 味 とそ の

妥 当 性 を示 した.

本稿は第33回 泌尿器科中部連合総会の特別講演の最初 の部

分を まとめたもので あり,一 連の研究の出発点 とな るもので

ある.

本研究は浜松医大助教授時代にお こなった ものであ り,本

研究に助言 と好意を頂き,ま た今回特 別講演の機 会を与 えて

くだ さった阿曽佳 郎浜 松医大教授に感謝 す る.

また この方面に造詣が深 く,本 講演 に司会の労 を とって く

だ さった西 浦常 雄岐阜大教授 に感謝す る.

最 後に,測 定 を担 当 して くれ た最愛 の妻,藤 田弘子学士 に

感謝 する.
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