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論文内容要旨

序論

 小腸における糖,アミノ酸の能動輸送は,外液中にNa+が存在することを絶対的に必要とし,か

 つその能動輸送には著明な壁内外電位差の変化を伴うことが知られている。今日その電位変化は,上

 皮細胞におけるそれら有機溶質の能動輸送がN、+輸送と連結しているために生ずると解釈されてい

 る。一方腎近位尿細管においても,D-gluc。se,D-gaIact・seの能動輸送は管腔内Na+の存
 在に依存することが知られているが,小腸でみられるような糖輸送に密接に関係した電位変化が尿細

 管内外及び細胞膜にみら・れるか否かは未だ全く知られていない。有機溶質の能動輸送に伴う細胞電位

 の変化は,能動輸送の細胞機序,特にそのN、+依存機構を解明するのに重要な資料を提供するもの

 である。本研究においては,イモリ腎臓の単一近位尿細管を用いて,糖輸送に伴って生ずる細胞内電

 位及び尿細管内外電位変化の諸性質について微小注入技術,微小電極技術を用いて研究した。腎尿細

 管では小腸と異なり,基底部膜膜電位を容易に調べ得る利点があるので,特にこの部の膜電位変化に

 注目して実験を行なった。

 方,法

 実験には餌を与えずに4～6℃で飼育した雄イモリを用いた。動物の脊髄を金属棒で破壊したのち,

 電気メスを用いて開腹し,大腸及び膀胱を除去して腎臓を広く露出した。そののち動物全体を基本リノ

 ンゲル液を満たした液槽に固定した。左腎のsecret・ry(又はpelvic)kidneyのみを用い

 た。実体顕微鏡下で,まず先端20μ以内の単一ガラス毛細管を用いてボーマン嚢を穿刺し,鉱油を注

 入して炉過渡の尿細管への移行を止め,次いで先端20μ以内の灌流用二連ガラス毛細管,叉は灌流

 用三連ガラス毛細管を近位尿細管に穿刺して,基本リンゲル液,叉は各種試験液を注入し,その際の.立

 基鼠部膜嘆電位;Ebm及び尿細管内外電位差;Ettを3MKCI+10mMクエン酸カリ液を満たした

 微小ガラス電極(抵抗12～18M∫L,尖端電位5mV以下)を用いて測定した。電位はFET高入

 力抵抗前置増巾器を介して,高感度ペン書き記録計によって記録した。

結果

 糖を含まない基本リンゲル液を注入した際のEbmは外液に対して平均一73.6±2、4mV(±SE,

 n=57),Ettは平均一4・2±0.1mV(±SE,n=23)であった。能動輸送されないD-

 mannとt・1を0.55,1.375,2.75,5.5,11.OmMの各濃度を溶かした基本リンゲル液を

 注入したときのEbm及びEttはいずれの濃度でも基本リンゲル液注入時との間には有意の差がみ

 られなかった。D-gluc・seを含む試験リンゲル液を注入した場合は直ちにEbmの脱分極及び

 Ettの増大がみられた。この電位変化の大きさは注入液中のD-gluc。seに依存し,D-91uc。se
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 濃度に対してMi'chaelis-Menten型の飽和性を示した。Ebm変化は3mMで,Ett変化は5.5

 mMでほぽ最大に達し,その最大変化値は前者では平均一12.4±0.6mV(±SE,n=19),

 後者では平均一L48±0・13mV(±SE,n=8)であったbD-gluc・se注入によって誘発され

 る電位変化は管腔内注入液のNa+濃度にも強く依存し,Na+濃度の低下と共に減少して,Ebm
 の脱分極は無Na+で,Ett増大は50mEq/L以下でみられなくなった。これらD-gluc・se
 によって誘発された電位変化は2×10-4Mph1・rizinを含む5.5mMD-gluc・seリンゲル

 液を更に追加して注入するとEbmは過分極方向に変化し,Ebmは平均一69.7mV(n=3)の

 レベルに達した。すなわちD-gluc・seによる脱分極は著明に抑制された。

考 察

 以上の観察によって,腎近位尿細管においても管腔内に能動輸送される糖が存在すると管腔内負電

 位の増大がおこること,その増大は管腔内の糖濃度に対して飽和する性質を有し,かつ糖濃度一定の

十

 時には管腔内Na濃度に依存すること,低濃度ph1・rizinによって抑制されることなどが明ら

 かとなった。誘発される電位変化の諸性質の類似性から,この電位変化は,小腸上皮細胞で観察され

 る糖誘発電位(叉は糖輸送電位)と本質的に同じ機序によって発生するものであると考えられる。そ

 の際同時におこるEbmの脱分極は管腔内角電位増大とは逆方向なのでこの変化は,管腔側膜におけ
 +干

 る糖と共軛するNaの移動,又は糖Na担体の複合体の移動が刷子縁膜に脱分極をおこさせ,そ

 の脱分極が上皮細胞内の漏洩抵抗を介し,基底部膜に脱分極効果を及ぼすと解釈せざるを得ない。

 R・se&Schultz及びWhite&Armstr・ngは小腸での刷子縁膜変化から同様の基底部膜'

 脱分極の可能性を想定しているが,本実験では直接Ebmを測定してこのことを実証したと考える。

 同時にこのことは,糖誘発電位の発生には,刷子縁膜での担体機構が直接関与しているとの考えを支
牛十

 持し,細胞内に入ったNaによって起電性のNa-pumpが束1」激されるとの考えを除外する。尿細管内

 外で記録される最大の誘発電位が小腸内外で報告された値より著しく小さいのは,近位尿細管細胞内

 外短絡路が多く,電気抵抗が極めて低いことに関係がある。腎近位尿細管においても小腸におけると

 同様の糖誘発電位がみられること,及びその発生の場が刷子縁膜と考えられることから尿細管におけ

 る能動輸送の細胞機序も少なくともD-gluc・se,D-galact・seに関する限り小腸における場合と

 本質的に同一であることを裏ずけている。叉腎近位尿細管内外電位の形成には従来この種の有機溶質

 輸送電位の関与が考えられていなかったが,今回の結果は少なくともその一部にこの輸送電位が関与

 していることを示しており,それを無視し得ないことを示している。

結

 △
冊

曇
一
口

 イモリ腎近位尿細管の管腔内に能動輸送される糖を含む液を注入することによってEttの増大並び

 にEbmの脱分極を記録することが出来た。能動輸送されないD-mannit・1溶液の注入時には同種の

 変化はみられなかった。D-gluc・seによる糖誘発電位は,D-gluc・se濃度に依存しMichaeHs一

 幅e膿en型の飽和特性を示し,その最大値は平均一1.48±0.13mV(±SE,n=19)であった。これ

 ら電位変化は叉管腔内N、+濃度にも依存し,低濃度(2×10-4ΨL)ph1。,i、i、溶液によって抑制
 された。Ebmは,刷子縁膜で発生した電位変化(脱分極)が漏洩抵抗を介して基底部膜に干渉する結

 果と解釈注れ,本質的に重要な糖誘発電位発生の場は刷子縁膜であると考える。
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 審査結果の要旨

 有機溶質の能動輸送の細胞機序については,一般的に,Na+との共輸送の過程が本質的に重要な

 ステップであると考えられ,小腸ではその様な機構が刷子縁嘆に存在し,かつその機構は起電性であ

 ると考えられている。然し腎尿細管においては,糖輸送にその様な起電性の過程が関与するか否かは

 全く未知である。著者はそこでイモリ腎細管を用い,微小穿刺注入法によって管内に能動輸送される

 糖や,されない糖を含む各種試験液を注入し,その際の尿細管内外電位差(Ett)及び尿細管細胞基

 底部膜々電位(Ebm)の変化を微小電極を用いて研究し,小腸における機序と同様であるか否かの検

 討を行った。

 この研究によって得られた重要な所見は,Ett,Ebmは共に,能動輸送されるD-91ucoseの

 注入によって速かに,かつ著しい変化を示し,Ettは管内負電位が増大する方向に,Ebmは脱分

 極方向に変化すること,それらの変化は共に注入液中のD-gluc・se濃度に依存し,電位変化と

 glucose濃度の間にはMichaelis-Menten型の飽和関係が見られること,叉注入液中の

 Na+濃度を下げるとEtt,Ebmの91ucoseによる変化は共に抑制され,低濃度phlorizin

 によっても略完全に抑制され,D-mann{tolの如く能動的に輸送されない糖では全くこの様な電

 位変化は起こらぬことなどである。これ.らの結果は尿細管においても小腸で見られると全く性質の等

 しい糖誘発電位が発生することを明かに,更にこの事はNa+一糖相互作用の面でも小腸における場

 合と同様であることを強く暗示するものである。更に特筆すべきことはEbmが脱分極することを直

 接的に実証したことであり,このことは起電性のNa+一槍連結機構が刷子縁膜に存在すること,基

 底部嘆は細胞外短絡抵抗を通る電流によって二次的に脱分極する事を明確にしており,糖輸送の細胞

 機序を一層明確にしたものと考えられる。また本研究で用いられた研究法は尿細管の如く構造的に複

 雑な組織における物質輸送機能の研究に極めて有用であることを示し,今後の発展が期待しうる。

 よって学位授与に充分値する論文であると考える。
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