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論 文 内 容 の 要 旨

免疫抑制剤cyclosporinA(CsA)は臓器移植時に繁用されているが,その強い腎毒性は臨床上の問題

となっている｡これまでCsAの腎毒性発現機構として,腎血流量低下などの血管系機能障害及び尿細管

上皮細胞の構造 ･機能障害が示唆されてきた｡尿細管上皮細胞に対する毒性は,CsAの細胞内移行と密

接に関連するものと考えられるが,その輸送機構については未だ明らかでない｡近年,培養細胞系を用い

た細胞の形態,機能解析に関する研究が進み,この実験系は薬物の細胞内移行や毒性発現の機構解明にも

利用されつつある｡ そこで著者は,近位尿細管上皮細胞の性質を有することが知られているブタ腎臓由来

のLLC-PKl細胞を用い,CsAの輸送特性について検討を加えた｡

LLC-PKl細胞 (ATCCCRL-1392)は,10%FBSを含むMedium199にて5%CO2インキュベータ

ー内で単層培養した.confluentに達したLLC-PKl細胞を用いCsAの取り込みを経時的に測定したとこ

ろ,インキュベ-ト開始後約 1分までは直線的に増加し,その後取り込み速度が漸次減少し30分でほぼ平

衡に達した｡取り込みの濃度依存性を調べるため,CsA濃度を1-30FLM まで変化させ,1分間の取 り

込み量を測定した｡その結果,高濃度において飽和現象が認められ,非線形最小二乗法により算出した

Km値,Vmax値はそれぞれ17.1JJM,1.1nmol/mgprotein/minであった｡次に各種阻害剤の影響につ

いて検討を加えた｡CsAの誘導体であるCsCやCsD共存下では,取り込み初速度が有意に減少した｡

また,Ca括抗剤であるverapamilがCsAの腎毒性を軽減するという報告もあることから,verapamil共

存下での取 り込みを測定 したところ,取 り込み初速度の有意な減少が認められた｡ しかし,2,

4-dinitrophenol,rotenone等の代謝阻害剤では全 く影響が認められなかった｡次に取 り込みにおける温

度の影響について検討した結果,OoCでの取り込みはインキュベ-ト開始後10分でも極めて小さく,温度

の上昇とともに取 り込みは増加し顕著な温度依存性が認められた｡そこで5-37℃ の範囲で温度を変化

させて初期取 り込み速度を測定し,Arrheniusplotにより解析したところ,約25℃ で折れ曲がり不連続

性が認められた｡この時の活性化エネルギーは,25℃以上で12.5kcal/mol,25℃以下で21.4kcal/mo1
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であった｡一方,単純拡散によって取り込まれるsulfanilamideではOoCでも有意な取り込みが認められ,

Arrheniusplotは直線性を示した｡またその活性化エネルギーはCsAと比較して小さく6kcal/molであ

った｡従って,LLC-PKl細胞におけるCsAの取り込み機構はsulfanilamideとは異なることが明らかに

なった｡そこで次に細胞からのCsAのe組uxについて検討した｡あらかじめCsAを取り込ませた細胞を,

薬物を含まないmedium中でインキュベ-トしたところ,10分間で約50%の薬物が細胞内より消失した｡

またこの過程は取 り込みと同様,顕著な温度依存性を示し,低温下では著しく抑制された｡

以上,培養腎上皮細胞LLC-PKlにおけるCsAの輸送には,1)濃度依存性,2)温度依存性,3)

Arrheniusplotの不連続性, 4)阻害剤による取 り込み初速度の減少,等が認められた｡従 って,

LLC-PKl細胞内へのCsAの輸送は単純拡散では説明できず,特殊輸送系を介することが明らかとなっ

た｡これらの結果はCsAの腎挙動や毒性発現機構を解明する上で有用な基礎的知見であると考える｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

免疫抑制剤シクロスポリン (CsA)は臓器移植時に繁用されているが,その腎毒性は臨床上問題となる｡

尿細管上皮細胞に対する毒性は,CsAの細胞内移行と密接に関連すると考えられるが,その輸送機構に

ついては不明の点が多い｡申請者は,ブタ腎由来の培養腎上皮細胞LLC-PKlを用い,CsAの輸送特性

について検討 した｡CsAの取 り込みは飽和性を示し,シクロスポリン誘導体やベラパミル等の共存によ

り有意に減少した｡またCsA取り込みには顕著な温度依存性が認められ,A汀heniusplotは不連続性を

示 した｡一方,単純拡散で取 り込まれるスルファニルアミドのA汀heniusplotは直線性を示し,活性化

エネルギーもCsAに比べ小さかった｡これらの結果より,培養腎上皮細胞LLC-PKlにおけるCsAの輸

送には,特殊輸送系が関与することが明らかとなった｡

以上の研究はCsAの腎挙動や毒性発現機構の解明に貢献し,医療薬剤学の発展に寄与するところが多

い ｡

したがって本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本学位授与申請者は,平成7年4月10日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認

められたものである｡
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