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        Robaveron投与の影響

 一とくにショ糖密度勾配法によるATPase活性分布
           を中心にした解析一
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  ATPase’in the iliicfosonial niembrane of the rabbit kidney and bladder and the related bio－

IQgical． macrQm． ．olec．ules． su．ch．as prQtein． and pucleic． acid were svbrpittect for the analysis with the sucrose

・density gradient method in order to know their in vitro localization and distribution． On the other

hand， the．勿痂。 experiment was carrまed out， with the above grotip being a standard皿odel， on the

rabbits・ with experimentally indUced spinal injury and those With such injury treated with Robaveron．

  The following results were obtained．

  1） ATPase localized in the・ rnembrane of organelles such as microsomes， mito¢hondria， gra－

nules， lysosomes and their upper fraction showed the distribution of the regular fashion corresponding

well to the protein fractions．

  2） ATPase of the microsomal membrane of the kidney and bladder， namely 48，000 × g frac一
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tion， showed a localization of a single peak exactly corresponding to the dist’ribution of other membrane

biological macromolecules such as protein and nucleic acids． This distribution changed to the dual・

peak pattern under the action of Brij 58 showing the elevation of the relative activity of ATPase． Two

peaks consisted of the ．low density fraction and the upPer layer fraction． On the other hand， this

enzyme was shifted， ynder the presence of DOq， to the fracti．on of the heavy specific gravity 4ccom－

panied by formation of 4 new fraction oflow density．．

  3） ln animals with injury at the 16w spinal cord the’kidriey ATPase and the．microsomal bio－

logical ma’cromolecules ・moved to・the low density area just as seen in the addition of Brij 58 to the

normal rabbit． Administration’ of Robaveron resulted in restoration to the normal pattern．

  4） Hemoglobin－like pigment appearipg in the supernatant fraction bf the kidney and bladder

microsome after spinal cord injury， either the high Qr low， was effectively inhibited by means of’admin－

istration of Robaveron．

  5） Microsomal （Na＋ 一 K＋） ATPase was partly purified in the animals， normal， spinal cord injury

and Robaveron－treated． The relative activity of this enzyme of these three groups showed no signifi－

cant difference．

  From the results as abOve， therapeutig effect of Robaveron for the qiMculty in urination in spinal

cord ipjury was proved so be related with ’functional tepatr’ 6f the membrane microsome of th6 kidney

and bladder．

は．じ め に

 家兎における実験的脊髄損傷（以下単に脊損と略称）

に伴う排尿機能障害に対する前立腺抽出物（Roba・

veron）の効果についてほ，脊損部位を異にする動物

群を用いて，膀胱内圧および筋電図，膀胱組織呼吸能

およびAPTasc活性変動に及ぼす修復作用を中心に

すでに報告した1～3）．

 一方求心，遠心の両性神経を介する反射弓回路の障

害に基づく脊損症においでは，膀胱筋肥厚に伴う基質

的変化とともに4～6），家兎でみられるようにglycogen．

分解系の抑制，energy産生の低下7）なども報告されて

おり，その実態の多様性がうかがわれる．．．

．このほか，脊損症では，とくにその末期において重

篤な腎機能障害をきたすという報告があり8・9），排尿

機能を中心とする一連の神経因性障害は，その発生頻

度の増大に伴い，．近年臨床領域でとくに注目を呼んで

いる．

 そこで，今回われわれは，家兎における実験的脊損

病態に対するRobaveronの影響を生化学的に解明す

る目的で，．腎および膀胱ミクロソームATPaseを申

心に，膜系高分子群の局在性分布についてシヨ糖密度

勾配法を用いて，次の諸点に関する検討を試みた・

 i）正常家兎の腎および膀胱1．ミクロソーム膜系ATP

aseおよびその他の生体高分子（タンパク質および核

酸）の局在分布の特性．

 ii）脊損家兎腎ミクロソーム膜系ATPase局在性分

布の修飾とRobaveron投与によるその修復効果，

 iii）脊損家兎腎および膀胱ミクロソーム上清分画に
   ロ
出現する血色素様色素．とRobaveron投与によるその

抑制作用．

 iv）脊損家兎腎および膀胱ミクロソーム．（Na＋一K＋）

ATI｝ase活性とRobavcron投与の影響について・

 以下これらについて得られた実験成績の大要につい

て述べたい．

実験材料および方法

 供試実験動物の選択，管理法などについては前報1）

に準じておこなった．

 11 腎細胞分画法

 A）Maunsbuch法10・11）による亜細胞全頼二分画一

上記の基準で選ばれた体重2kg前後の雄性家兎5羽

を用いて，腎cortex， medullaを含む全組織（湿重量

で1対の腎から平均18．79を得た）を摘出した・試

料を鋏で細片にして，0．44Mシヨ糖溶液中で，テフ

ロンホモジナイザーを用い，10％ホモジネートを調製

した．この粗調製物を出発材料として，Fig．1に示す

．要領でこれを（A）上清部（主としてミクロソーム膜

系成分を含む）と（B）その沈殿部（0．44 Msucrose

に再浮遊させた分画をprimary granule分画と呼び，

リソソーム，ミトコンドリアなどをはじめ比較的比重

の大きい細胞二三混合物を含む）の2つの部分に分離

した．これら2つの試料をそれぞれLl～1・9Mのシ

ヨ糖密度勾配三州に重層し，日立55P－2A型超遠心

機，RPS－2A型． swinging bucket rotorで25，000 rpm
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Fig．4． Distribution of membrane ATPase and
   proteins in the supernatant fraction of

   sub－cellular particles of rabbi亡kidney

    （Maunsbuch method： see text）．
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150分間遠心分離したのち，fraction collector． Toyo，

SF 160 （rectangular balance－operated fraction coll－

ector）で33分画前後に分離した．

 B）Jorgcnsen－Sko・1法12）1こよる腎ミクロソーム分

画一腎は，Maunsbuch法の場合と同様に摘出した．

摘出腎から．，0．25Msucr・se－histidine（0．03 M）凍結

メヂウム上で，cortcxのみを注意深く集めた．これ

を前記と同様に10％ホモジネートとして，Fig．2に

示す要領で48，000×9のミクロソーム膜系成分とし

て回収し，前記に準じて10～45％のシヨ糖密度勾配

法で，20，000rpm 120分間遠心分離して分画した．

 2．膀胱ミクロソーム分画

 Cortasi3）とJergensen－Skou法12）の組み合せによ

る方法で調製した．概要はFig．3に示すごとく，腎

の場合と同様，10～45％のシヨ糖密度勾配法で20，000

rpm l20分問遠心分離後に分画した．

 3．ATPaseの測定
 50m M Tris buffer （pH 7．4）， 3 mM MgC12 100

mM NaC1，10mM KCI，2mM ATP（pH 7．0）と

ATPase試料を含む全量2m董の反応液4）を370C，10

分間保温しtのち，10％TCA 2 mlを添加して反応

を停止させた．この遠心上清2mlについて， Fiske－

Subbarow法15）で遊離Piを測定しATPase力価を

推定し7．

 O 10 20 30
Cbottom） C top）                Ffaction number

Fig．5． Distribution of me皿brane ATPase and
   proteins in the sediment fraction of

   sub－cellular particles of rabbit kidney

   （Maunsbuch method： see text）．

 4．（Na＋一K：＋）ATPaseの測定

 実験成績の部で記載する（本文および図表の脚注）

要領でとくに2mMのEDTAとDOCの選択的な
適用によって本酵素を部分的に純化した．これを用い

て，ouabainを加えた反応羽中でNa＋，K＋の濃度組

み合せを変えながら（Na＋一K＋）ATPaseの推定酵素

力価をAIIen法16）で測定した．

 5．タンパク質および核酸の定量

 各試料について，タンパク質はLowry法17）で，核

酸は260nmの吸収によってそれぞれ推定した．

 6．48，000×gミクロソーム上清分画中に出現す

   る血色素様色素の特異吸収の追跡

 一定率に稀釈した試料について，350～540 nmに

おける吸収スペクトラムを測定した．とくに415 nm

における特異吸収の程度でその強さを推定した．

 7．脊損家兎の調製法とRobaveronの投与法

 すべて前報1）に準じて実施した．

 8．試薬その他

 酵素定量用試薬は，．すべて半井化学製の試薬特級を，

ATPはSigma社製のものを用いた．

実 験 結 果

1．Maunsbuch変法10・11）により抽出した腎全

 組織の亜細胞分画申に分布するATPase活性
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 腎ミクロソーム系ATPase活性に関する研究は，

Skou派によって，とくに（Na＋一K＋）ATPaseを中’心

にして系統的に検討されている12・18N21）．

 われわれは，ミクロソームATPaseについて検討す

るに先き立って，細胞穎粒全域に分布する膜系ATPase

と生体高分子の相関性を追求するために，あらかじめ

核を除去した亜細胞系におけるATPase とタンパク

質の分布をMaunsbuch分画法で得た分画について

検討してみた，上清分画と沈殿分画について得られた

成績は，Fig・4およびFig・5にそれぞれ示すごとく

である．

 上清分画におけるATPaseの分布は，2相性を呈

している．その第1相は，13～26分画に広がる比較

三幅の大きい分画として分布し，ついで第2相は，28

～32分画にみられるような，狭い幅の軽い粒子相とし

て分別きれた．ATPaseの担体となるタンパク質分画

も，これにほぼ対応したパターンを示し，とくに第1

相におけるその一致性が目立つ（Fig．4）．当然のこと

ながら，上清分画には，ミクロソーム膜系酵素が豊富

に含まれているため，この分画は，そのような特性を

代表するものと考えられる．なお，腎皮質ミクロソー

ム二三ATPaseの分布については，この報告の中心

テーマとして，あとで詳述きれることになっている．

 一方，沈殿部（primary granule fraction）の再浮遊
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 OVV’ 10 20 30in vivo normalizing effect of Robavero on the mQdified distribution profile

of renal microsomal ATPase and the other macromolecular substances （proteins

and nucleic acids） in spinal cord injury rabbits．
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分画について得られた結果は，Fig・5に示すごとくで，

（i） upper fraction， （ii） purified mitechondria！ frac－

tion，（iii）puri丘ed granule fractionおよび（iv）

sediment fractionの4分画として回収され， Mauns－

buchが得た成績11）ときわめてよい一致性を示してい

た．

 このような条件下に解析きれたATPasc活性とタ

ンパク質の相関性分布は，次のような特性を量してい

た （Fig．5）．

 出現したATPase活性は，3峰性であり，その最

大ピークは，purificd mitochondria分画（前記（ii）分

画）に相当する19～20分画に存在する．タンパク質

の極大ピークも，わずかな（1分画）ずれはあっても，

AT？aseと一致していた．つぎに活性の高い部分は，

第13分画に出現するpurificd granule fraction（前記

（iii）分画）で，タンパク質のピークとも全く一一Skして

いた．最も軽い粒子分画に相当するupper fraction

（前記（iv）分画）は31分画の上層部位で確認された．

以上のごとく腎細胞内穎粒のATPase活性は，膜系

タンパク質の周在性とよく対応する配列分布をしてい

ることが判明した．この成績でみられるように，ミク

ロソーム分画を除く他の顯粒では，ミトコンドリア分

画においてATPase活性の高いことが注目される．

2．腎および膀胱ミクロソーム膜系ATPase分布
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の特性とDOC， B増58などの界面活性剤による局

在性修飾一ショ糖密度勾配法による解析一

 A）腎ミクロソーム系

 Jσgensen－Skou法12）（F五9．2）によって分画したミ

クロソーム分画を6miのシヨ糖溶液中に再浮遊させ

たのち，Fig．6脚注に示す反応系を用い， Docお

よびBrij 58の終末濃度がそれぞれ0・6 mg／ml， O・5％

になるように添加して，37℃10分間反応させたのち，

シヨ糖密度勾配法で分析した．得られた結果はFig．6

に示すごとくである．

 i）無添加対照系；ATPase活性は，第7分画，タ

ンパク質と核酸はそれぞれ第6分画にピークを現わし，

検討されたこれら3種類の生体高分子群の局在性は，

すべて単峰性でそれぞれ対応性が認められた．

 ii）DOC処理系；ATPase活性と核酸の分布では，

いずれも第5分画にピークが観察され，タンパク質は

第4分画に出現していた．このように，DOC処理に

よって腎ミクロソームATPase活性を中心とする生

体高分子群の分画は，対照系に比べて若干比重の大き

い分画として確認された．第H分画に出現する小ピー

クは，後述する膀胱ミクロソームにも現われてくる点

で注目に値する．

 DOC処理によって発生する他のひとつの特徴は，

対照系に比較してATPase活性の上昇とタンパク質

OD

1．4

1．2

1，0

O．8

：’Xz・．」

O．2

“ Control
一一狽a一 Spinal cord injury

一一一Z・一 Robaveron treated
   s．c．a．

義

3so 400 4so soo 3so 400 4so soo 3so 400 4so soo．m
Fig． 9． Preventive effect of Robaveron against hemorrhagic phenomenon in the supernatant

    fraction of renal microsomes （48，000 x g） in the spinal cord injury rabbit．
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量の低下，レたがって，ATPaseの比活性が高まって

いたことである．しかし，この現象は，J¢rgensenら

が（Na＋一K＋）ATPascで認めている12）ように数倍に

およぶ上昇という程のものではなかった．理由は，こ

の実験系では，EDTAが用いられなかったため，

（Na＋一Kl＋）ATPase活性が選択的に上昇しなかったの

ではないかと判断される，この点については，膀胱ミ

クロソーム系においてさらに言及したい．

 iii）Brij 58処理系；ATPasc，タンパク質および核

酸の主ピークは，第10分画に一致して出現している．

このほかに，対照系やDOC処理系ではみられなか

った新しい活性分布が第27分画以降の上層部に見られ

るという2相性パターンが観察された．以上の事実か

ら，Brij 58は，膜系高分子を，比較的重い粒子とし

て回収させるように，その局在性に影響を及ぼしてい

ることがわかった．

 B）膀胱ミクロソーム系

 Cortas13），Jergensen－Skoui2）の組み合わせ法による

解析結果は，Fig．7に要約されるごとくである．腎

ミクロソームの場合と対比しながらその特性を述べた

い．

 i）無添加対照系；腎の場合とよく似た分布を示し

ていた．ATPase活性は，第8分間に，また，タンパ

ク質と核酸分画は，それぞれ第9分画にピークを示す

｛O．D，）

叶

O．8

Q6

o．

O．2

 轟

婦
tl@lti ＝ P，1

，’

ﾓ亀
野  ll

騨くト Control

－e” Spinal cord injury

－O一 Robaveron treated

S．C，L

 3so 400 4so 500 nm．
Fig． 10． Preventive effect of Robaveron against

    hemorrhagic phenomenon in the supe－
    rnatant fraction of cystic microsomes

    （48，000 × g） in・the spinal cord injury

    rabbit．

きわめてシャープな分布で観察された，そこで，腎と

膀胱のミクロソームATPascを中心とする生体高分

子群の粒子サイズと局在性プロフィールは，きわめ

て類似するものと考えてよかろう．膀胱での21分画

のATPase活性の小ピークの出現の意義については不

明である．

 ii）DOC処理系；ATPascおよび核酸のピークは，

対照系に比較してやや比重の大きい分画と思われる第

7分画にそれぞれ一致して出現し，またタンパク質の

それも第6分前へ出現していた．一方，腎ミクロソー

ムの場合と同様に，第13分画にATPase活性の新し

いピークが観察された．

 このように，膀胱ミクロソームでも，腎ミクロソー

ムと同様，DOCは，ミクロソー・一ム系生体高分子群を，

比較的軽い粒子の新生を伴いつつ，比重の大きい方へ

と修飾転移きせている．腎ミクロソームの場合と異な

る点は，主ピークにおけるATPase活性は変らない

のに反して，タンパク量が半減していること，換言す

れば比活性が倍増していることである．その理由は，

．膀胱ミクロソーム調製時に5mMEDTAを適用した

ためで，Jergcnsenら12）の成績とよく一致している．

 iii）B・ij 58処理系；腎の場合と同様，主ピークは，

軽い分画（ATPase，タンパク質はそれぞれ第17分画，

核酸は第16分画）へと移動し，同時に上層部位（第30

分画以上）へのATPaseおよびタンパク質の著明な

移動分布が認められた．ATPaseの比活性は， DOG

の場合と同様に倍加されている．

 以上のごとく，腎と膀胱の両組織の抽出ミクロソー

ム系で，界面活性剤DOGとBrij 58による，ゴ1z協70

のATPaseを申心とする生体高分子の局在性分布の

修飾像が検討されたが，そのプnフィールは両臓器で

ほぼ一致していることがわかった．

 そこで，これらの成績をprotQtypcのstandard

modclとして，以下の脊損動物群における病変標的臓

器での同様の実験をおこない，前立腺抽出物Robave－

ronの実験的治療効剰こついて述べることにしだ

 3．家兎における実験的脊損障害腎ミクロソーム

ATPase活性分布の修飾像とRobaveron投与によ

る修復効果

 実験は，家兎を用いて，3群の動物群についておこ

なった．すなわち，第！群：無処理対照動物群，第2

群：前報によって作られた脊髄下位損傷動物群，およ

び第3群：第2群をRobaveron 1アンプル／dayで

14日間連続筋注して治療した動物群である．各実験群

は10羽の家兎で構成されていたが，そのうちから2羽

ずつを無作為的に抽出し，各動物一対の腎を摘出し計
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4腎のCortex湿量平均25gについて前述同様，48，0

00×gミクロソーム分画についてシヨ糖密度勾配法で

分析した．2回の復行実験の結果，典型的な一例につ

いて得られた成績をFig．8に掲げる．

 実験成績は，ATPaseタンパク質および核酸のそれ

ぞれについて，3群間で比較きれたが，その概要は，

次のごとくであった．

 i）ATPase活性；第1群では，第5分画に主ピーク

が観察された。一方，第2群では，主ピークが第10分

画まで移動しており，in vitr・でBrij 58の作用下に観

察された成績に似た傾向で粒子サイズの小さい軽い部

分へと移行修飾の影響があらわれていた．このことは，

脊損手術後比較的長期悶を経て，排尿障害と共に，腎

機能，とくにミクロソーム系ATPaseが，その機構

は不詳であっても，その局在性においてなんらかの修

飾を受けたものζ理解される．

 一方，第3群では，第6分画にピークが観察され，

脊損動物でみられたATPase活性ピーークの移動が

Robaveron投与によって対照系近くまで復元してい

ることがわかった．すなわち，Robaveronは，脊損

動物の腎ミクロソームATPaseを中心にする機能修

復作用を有するものと判断される．

 ii）タンパク質および核酸；ATPasc活性に呼応し

て，第3群でのピークは，第1群のピーク（第5分画）

まで修復していることが観察された．

 4．実験的脊損動物の腎および膀胱の48，000×g

ミクロソーム上清分画における血色素様色素出現と

Robaveron投与による抑制効果

 J¢rgenscn－Skou法12）（Feg・2）およびcortas／3）と，

Jσrgensen－Skou法12）の組み合わせ法（Fig．3）で分

20

き
著

含

《
塞

へ

10

 o
    Ft ’” loo so V  o 

Nat

    i5 ’66 i16  ． ．  ． ．．，i60 K’
                Cation C rnM）

Ii”ig． i l． （Na’一K＋） ATPase activity of rabbit renal

    microsome relating to the concentration

    of Na＋ and K＋ in the presence of Mg＋＋．
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離した48，000×g上清分画を，Table 1， Fi9・9およ

びFig．10に示す要領で一定率に稀釈して350～540

nmの吸収スペクトルを追跡し，また，極大吸収（415

nm）における吸光度比を求めた結果，腎と膀胱に関

して次のような成績が得られた．

 i）腎ミクロソーム上清；脊髄下位損傷4例，脊髄

上位損傷1例およびこれらに対応する無処理対照群

各1例（計5例）について検討した．各月とも3詠ず

つの動物から抽出した試料で実験がおこなわれた．

 脊髄下位損傷群4例中3例にミクロソーム上清部へ

血色素様色素の出現が著明であった（Table l）．

 Robaveron投与群について観察するとき，下位脊

損2例，上位脊損1例，計3例においてこれらの血色

素様色素の出現が抑制きれていた．

 この3例について描かれた吸収スペクトルは，Fig．9

に示すごとくである．

 ii）膀胱ミクロソーム上清；腎と同様に測定された

吸奴スペクトルの1例をFig・10に示す．得られた曲

線の形状は，腎の場合と同様である．

 以上のことから，R．obaveronは，脊損手術に伴う

腎，膀胱の血色素様色素出現も抑制することがわかっ

た．

 5．腎および膀胱ミクロソーム（Na＋一K＋）ATPase

活性の特性と脊損時における酵素力価の変動とR．oba－

veron投与の影響

 この実験は，とくに部分的に純化した（Na＋一Kl＋）

ATPaseの力価を指標にして，．脊損動物の腎および膀

胱のATPase活性とRobaveronの影響をみるため

におこなわれたものである．

 i）正常腎ミクロソーム （Na＋一K＋）ATPase；上記

48，000×9分画を出発材料として，DO（〕，0・6mgfml，

2 rnM EDTA，25mM imidazoleを含む溶液中に，

終末ミクロソームタンパク質O．5 mg／m1を含む反応液

を作成し，20℃，30分間反応させて（Na＋一KりATPase

を部分的に純化した．この試料を用いてTable 2

脚注に示した反応系に基づき，Na， Kイオン濃度の

種々な組合わせとouabainの選択作用を利用し（Na

＋一K＋）ATPascとMg2＋ATPaseを分別定量した・

 得られた結果は，Table 2およびFig・11に示すご

とくである．これによれば，（Na＋一K＋）ATPase活性

は，Na＋：150～70 n1M， K＋：10～90 rnMの組合せ

で最高になることが判明した．

 ii）正常動物，脊損動物およびRobaveron投与に

よる治療動物の腎および膀胱ミクロソームの部分的純

化（Na＋一K＋）ATPasc活性の比較；上記の要領で部分

的に純化した各実験群ごとの腎および膀胱の（Na＋一
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    Table 1． ln vivo pretective effect of Robavgron against hemorrhagic phenom6non in the supernatant

             fraction of renal micresomes （48，000 x g） in the spinal cord injury rabbit．

optical densitア “t 415 nm and absorption ratio

Rxperimental system 1管 II斎 工II井川          Iv汁 騨

OD（rati・） OD（rati・） 。D（・a七i・） ・D（・atir） OD （rati・）

CQntrol

rpinal cord

D        「

｡nJU「y

rpinal cord

奄獅鰍浮窒?＋ RQbaveron

◎。700 （1．QO）

n・795 （1．14）

O．674 （O．96）

o。660 （1．oo）

O．925 （1。40）

O．820 （1．24）

o．718．（1。oo）    o．512 （1．oo）

p．880 （1．23）    o．665 （1．30）

O。718 （1。OO）         一

O。460（1．OO）

B．450（。．98）

O．3go （o．85）

Dilution unit of

唐浮垂?高≠狽≠獅
xIO x4． x5 x10

Judgement Qn the

????モ?of． Robaveron

F・siti・6． Positive Positive Negative

Note： （1）． Ramark ： 一 Lower spinal eord i’njury aniinal 一一 ．Upper spinal cord injury anlmal

（2） Each ’experimental group consists of 3 individuals．

Table 2． （Na＋一K＋）．ATPase activity prepared from renal microsomeE of rabbit．

C。ncentra七i。n。f興a＋     十≠獅?K
ATPase ac㌻ivity （μm・1・・Pi／㎎．P・Qt・in／h。・・）

■ユn the reaction mixture Mg＋＋ATP。。e    （N。＋ 一．K＋
jA四・・e

  十ma K＋ i榔）

Total ATPase
（ln

盾

the presence
盾浮≠b≠奄氏D1嵐M．．

．！三『認＋罵譲：

160 O 20．14 16。．25 3．89

150 10 34．84 13．93 20．91

130 3Q 34．83 14．71 20．12

110 50 35．60 19．35 16．25

90 7Q ．34．83 18．58 19．35

70 90 32．51 14．71 17．80

50 110 24．77 15．48 9．29

30 130 21．0 17．28 3．71

20 140 18．58 15．48 3．1

10 150 19．34 21．68 一2．3

The microsoma］． fraction was incubated at 200C for 30 minu七es as described in text．

Then， O．2ml of sample was transferred to test tubes containing 3mM Mg一 C O－150 TtiM

Na一［
C O－150 niM K＋ C and 50 rnM Tri s－HCL buffer， pH 7．1 （total 1．8ml）．

The reactibn mixtures were preineubated at 370C for 10 minutes and after that， O．2

ml of 10 rriM ATP was further added and the incubation was performed at 370C， fbr

15 minutes． The reaction was stopped with lml of 10fe TCA．

Liberated Pi was estimated （15）．
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K＋）ATPase活性を測定し，タンパクmg当りの力

価で表現した成績は，Tablc 3および4に示すごと

．くである．．

 これらの結果からわかるように，無処理対照群，．脊

損群およびRobaveron投与旧聞における腎および膀

胱の（Na＋一K千）ATPase活性には個々の実験群聞に若

干の差異はあっても，それらには変動上の一定した方

向性が認められなかった，すなわ翫（Na＋一K＋）ATP－

aseのように，部分的に純化した酵素を指標にして検

   Table． S．

         in spinal cord injury rabbit．
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激する場合には，脊損による影響も，またRobaveron

による治療効果も認められないということであり，純

化された（Na＋一K＋）ATPaseの力価は，病態像とは

無関係によく保持されていることがわか．つた．

考 察

 ミク．ロソームに局在する膜系酵素の数は多い．それ

らは，集合して，いわゆる複合酵素系を形成し，生体

機能に重要な役割を演じている．このうち， ATPase

とくに（Na＋一K＋）ATPaseは，生体膜面におけるNa＋，

In vivo effect of Revaberon on the activity of renal microsomal （Na＋一K＋） ATPase

ATPase ac七ivity （アm・1・sPi／mg Pr。tein／h。Ur）
Experimental system

Total ATPase   十十 （Na＋ ．K＋ jATP。。e

1． C・n七r。1（N・rma1 rabbit） 61．4 22．工 39．3
    柴
i1．o）

II． LQwer site spinal ﾛnJU「y 81．8 29．6 52．2 （1．33）
    勢
i1。o）

工II．          11

iRobaveron treated）
73．5 29．5 44．0 （年・12） （O．84）

工v。 UpPer site spinal ｡nJU「y 83．1 29．3 53．8 （1．37） （1．o）

V． 「1 91．8 34．4 57．4 （1．46）． （1．σ7》

（Robaveron tr¢ated）

Notet （i）

（2）

Ratio of （Na＋ 一 K＋） ATPase aetivity．

General prccedure ： As described in the text7 the renal midrosornal fraction was

           i6。1・七・d fr。m each experim・nt。！anim。19。。。p（・。nsi。t・d。f

           3’ individuals）． The preparation of （Na＋ 一 K＋）・A［rPase was

           earried out using the same method as noted in Table IV．

           Enzyrne ac七tvity was measured in the reaction mi）とture

           contalning 130 nM Na＋ and 20 nalNl K＋．

Table． 4．． In vivo ¢ffect of Rovaberon on the activity of cystic microsomal

ATPase ．of spinal cord ’ 奄獅鰍浮窒?rabbit．

ATP・・e a・ti・itγ（F・・les ■P’ ^mg protein／hour）
E耳P・讐坤㌻・・．．．・y≒㌻9叩

．T・ta1．ATP3se． Mg＋＋ATpa。e

1． Control （Normal rabbit） 39．36． 謎）．36

II． Lower site spinal injury 37．27 35・69

1工1． 悶 37．15 40．25
＋（R・baver。n treated）

工V． UpPer site spinal injury 3∋．O 36．O

V．       ，■

{ （Robaveron treated） 35．53 34．Q2

Note： Experimental procedure ： as deseribed in Table V．
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K＋の能動輸送を通じて筋収縮機構に大きな関係をも

つといわれている．

 さて，このような（Na＋一K＋）ATPaseは，現在

Skou 1派の研究12・17～21）をはじめ， T・we1ら22），Uesugi

ら23，24）およびKyte25）らによって高度に精製された

絶品として調製・報告されている．

 この酵素がきわめて強い膜依存性を示すことは，酵

素力価の不安定さと相まって，この方面における研究

をきらに複雑なものにしている．

 そこで，われわれは，48，000×9という比較的粗い

ミクロソーム分画におけるATPase活性を生体高分

子における局在性の変動という観点から追求してみ

た．

 脊損動物とこれをRobaveronで治療した in vivoで

の成績を論ずるに先立って，in vitr・で得られた成績

から考察すれば，Maunsbuch法10・11）で分析した核を

除く全細胞顯粒分画（Fig．4および5）で， ATPase

活性は，タンパク質分画と全く一致したパターンを呈

していることがわかった．また，正常な腎および膀胱

での48，000×9ミクロソーム分画でも，ATPaseは，

タンパク質あるいは核酸のような他のミ．クロソーム膜

系構築因子とほとんど同一な局在性を示すこともわか

た（Fig．6，7および8）．

 もちろん，Uesugiら23・24）およびKyteら25）によ

って報告されているように，精製（Na＋一K＋）ATPase

では，この酵素がタンパク質分画のある特定部位に局

在しているという報告もあるが，それらは，酵素の精

製度の差異に基づくものであろう．

 そこで，われわれは，このような粗ミクロソーム系

ATPaseを2種類の界面活性剤DOCとBrlj 58を用

いて，局在性の修飾を誘導することからはじめた．

 一般に膜系ATPaseの純化のために， DOCは広

く利用されているようであり，とくに，膜成分と．小胞．

体内腔成分の分離というオルガネラレベルでの微細構

造の研究に好んで適用されている26・27）．一方，本剤は，

肝粗面小胞体からポリゾーム，リボゾームを調製す

る場合の標準品としても利用され，その応用性は広い

28，29）

 他方，Brij 58は，細菌のスフェロブラストからポ

リゾームを分離する際膜labilizerとして木方ら30・31）

が賞用した界面活性剤であり，われわれも，この方法

によってE．coli K一ユ2株からTOSリボゾームの調

製をおこなった32・33）．

 その機構は，これら2種類の界面活性剤が，不溶性

の内在性タンパク質と複合体をつくることによって，

多くの外間段階を経て， “可溶化”作用を発揮できる

特性に基づくものである．

 さて，この研究において，われわれは，腎と膀胱の

ミクロソームでBrij 58が，共通的にAT？aseや他

の生体高分子群（タンパク質および核酸）を比重の軽

い分画へと修飾し，さらに，上層部位へ移動する新し

い分画の発現を誘発する作用を示すことを認めた．ま

た，DOCの場合は，主ピークが重い分画へ移動する

現象のほかに，Brij 58ほどではないが，比較的軽い

分画に新たなピークの発現を腎・膀胱で共通して確認

しえた．

 このようなin vitroにおける界面活性剤の作用特異

性をprototypcにして，脊損動物で得られたin viv・

の成績を比較するとき，脊損系での腎ミクロソーム

ATPase局在性修飾は， Brij 58の場合に類似してお

り，Robaveronは，このような修飾を改善する効果を

もつことがわかった．このような現象を支配している

脊損手術とミクロソーム系高分子の修飾との因果関係

に関しては，全く未知であり，その解明にはin vitro

およびin vivoの実験試料について電顕的微細構造の

観察などの補足的情報強化を要請きれよう．．

 ただ，olerら34）およびKisilevsky3s）は，ラットに

エチオニン投与後，4～24時間を経て，肝ポリゾーム

がリボゾームへと転化する様相をわれわれと同様に粒

子分画の修飾転移現象で観察している．われわれもこ

の実験を追試し，さらにphosphatidylchdline投与に

よるその防止効果を確認している36）．このほか，皿一

RNA合成阻害とそのturnover rateを指標とする酵

母ポリゾームに対するthiolutinの作用においても類

似の解析法が適用きれている37）．

 Robaveron投与による脊損動物の腎ミクロソーム

局在性修飾に対する修復効果は，同時におこなった脊

損動物の腎および膀胱ミクロン’・一ムへの出血現象の抑

制作用によって裏付られている．（Table 1， Fig・8およ

．び9）．

 一般に，脊損と血色素様色素，あるいは，血流障害

との関連性については，かなり着目されており，すで

に古典的にもDeaら38）によって，後根切断脊損にお

いて粘膜下の毛細管破壊による血尿現象が報告されて

いる．また，本邦では，田上39）によって同様な観察が

得られている．このような出血現象は，標的臓器の膜

系微細構築における構造修飾に二連して，さきのミク

ロソーム系高分子群局在性修飾の現象と対比して考察

するとき興味深い．脊損時の排尿障害機構と平滑筋

の収縮，弛緩作用に関速して，腎および膀胱のATP－

ase，とくに（Na＋一K＋）ATPase活性i変動は考慮すべ

き対象となるであろう．神経因性膀胱の組織化学的研
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究39｝41）および膀胱組織全体を用いた化学的研究3）で

はいずれもATPaseの活性の低下が指摘されている．

しかし，ここに記したように部分的に純化した（Na＋一

K＋）ATPaseを用いて測定したその酵素比活性は，対

照群，脊損動物群，Robaveron投与直間で著明な差

異のないことがわかった．この事実は，このように脊

損障害が，酵素そのものの絶対的活性に影響を及ぼす

ものではなく，直系酵素として局在する生体高分子レ

ベルのマクロなprofilesが生理・生化学的に機能障害

を受け，粗大な測定では見かけ上，活性が低下したと

考えられる．

 唱詠までの実験ユー一3）でみてきた雲台動物のいくつか

の臓器（組織）切片の呼吸活性に及ぼすRobaveron

の促進効果も，膜系レベルにおける酵素の安定化，恒

常化と基質透過性改善などを含めたミ．トコンドリア，

ないしはミクロソームの機能の保護作用によるものと

判断される．

 最後に，脊損症における腎と膀胱の機能障害の相関

性について知見を求め，Roba▽eronの排尿障害に対

する有効性を総合的に考察したい．

 Runtsは，脊損腎一膀胱機能の平行説を唱えた先駆

者のひとり42・43）である．藤村8）も，l16例の脊損臨床

例で23G腎について，両臓器における障害の相関性を

統計的に検討し，脊一時における腎機能障害の重要性

に注目した．

 このように考察するとき，脊損によって発生する神

経因性排尿障害に対するRobaveronの治療効果とそ

の作用機序の究明は，腎一膀胱機能障害回復という総

合的レベルでさらに拡大展開されるべきではないかと

考えられる．

結 論

 家兎の腎および膀胱ミクロソーム膜系ATPaseと

これに関連する生体高分子群（タンパク質および核酸）

のin vitroにおける局在性分布をシヨ面密度勾配法で

分析した．また，他方，これをstandard m・deヱに

して，実験的脊髄損傷（脊損）病態動物群とこれを

Robaveronで治療した動物群について得られた勿伽。

の実験成績を総合して次のごとく結論した．

 （1）家兎腎のオルガネラ（ミクロソーム．，ミトコン

ドリア，寸々，リソソームおよびその上層分画）膜系

に局在するATPaseは，タンパク質分画と対応する

規則正しい分布を示す．

 （2）腎および膀胱ミクロソーム鼠取ATPase（48，000

×g分画）は，山峰性の局在分布を示し，これらもタ

ンパク質，核酸などの他の膜系生体高分子群の分布と

847

厳密な対応性を表わす．しかも，このような分布は，

Brij 58の作用によって密度の低い分画すなわち上層

へ移動する2峰性分画に修飾され，ATPase比活性の

上昇を現わした・一方DOCの存在下にこの酵素は，

低密度の新生分画の発現を伴いながら，その主峰が比

重の重い分画へと修飾・移動されている．

 （3）脊髄下位損傷動物の2実験群において，腎ATP－

aseを申心とするミクロソーム生体高分子群の局在性

動物群に比べ，in vitroのBrij 58の添加では，正常見

られたように低密度部位へと修飾転移されるが，Roba

veron投与によって正常系へ復元する傾向を示した．

 （4）脊髄上位および下位損傷動物の腎および膀胱ミ

クロソーム上清分画中へ出現する血色素様色素は，

Robaveron投与によって効果的に抑制された．

 （5）正常動物，脊損動物およびこれにRobaveron

を投与した動物群で，ミクロソーム（Na＋一K＋）ATPase

をそれぞれ部分的に純化し，その酵素比活性を比較し

てみたが，それらの問には，有意の変化は認められな

かった，

 以上の結果から脊損動物におけるR・baver・nの排

尿障害改善効果は，腎一膀胱膜系ミクロソームの機能

的修復に関連することが判明した．
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