
前立腺癌細胞株におけるステロイドホルモン代謝と
グルクロン酸抱合活性につ

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/9476URL



金沢大学十全医学会雑誌 第109 巻 第2 号 1 55
-

1 6 4 (2 00 0)

前立腺癌細胞株における ス テ ロ イ ドホル モ ン代謝と

グ ルク ロ ン酸抱合活性 に つ い て

金沢大学医学部医学科泌尿器科学講座 ( 主任 : 並木幹夫教授)

金 谷 郎

155

副腎性ス テ ロ イ ドは 前立腺ある い は 末梢 ア ン ドロ ゲ ン 標的細胞内 にお ける ア ン ドロ ゲ ン の 供給源 と考え られ て い る . ヒ

ト前立腺癌細胞株を用い て 副腎性 ス テ ロ イ ド け ン ドロ ス テ ン ジ オ ン (a n d r o st e n e di o n e , △
4
-di o n e) お よ び デ ヒ ド ロ エ ビア ン ド

ロ ス テ ロ ン (d eh yd r o e pi a n d r o st e r o n e , D H E A) 【 の 代謝活性に つ い て 検討 した . 前立腺癌細胞株 は ア ン ドロ ゲ ン非依存性前立

腺癌細胞株P C -3 , D U 1 4 5 とア ン ドロ ゲ ン 依存性株L N C a P を用 い た . さ ら に , グ)L
/ ク ロ ン 酸抱合活性お よ び硫酸抱合活性 に つ

い て も検討 し た. 副腎性 ス テ ロ イ ド代謝 に つ い て は, P C -3
,
D U 14 5 で は より安定 し た D H E A プ ー ル に 移行する傾向が強く

,

L N C a P で は D H E A プ
ー

ル か ら動 員 され , △
4
- di o n e

･
+ テ ス トス テ ロ ン → ジ ヒ ドロ テ ス トス テ ロ ン (d ih yd r o t e st o s te r o n e , D H T)

経路 へ 優位 に 変移 して い た . さ ら に L N C a P は ア ン ドロ ゲ ンを ダ ル ク ロ ン 酸抱合物に変換するが , P C -3 , D U 1 4 5 に は そ の 暗性

を認 めなか っ た . 硫酸抱合 に関 して は今回使用したすべ て の 細胞株 にそ の 活性を認めなか っ た . ま た ダ ル ク ロ ン酸転移酵素

山ridi n e di p h o s p h o - gl u c u r o n o s ylt r a n sf e r a s e , U G T) の アイ ソ ザイ ム U G T 2 B 特異的な逆転写- P C R に お い て も
,
Ⅰ∬C aP の み に発

現 して い た . さ ら に , そ の 酵素活性を酵素反応速度論的に検討 し た と こ ろ , D H T は テ ス トス テ ロ ン と比較 して
,
より親和性

が高 い こ と が 示 され た . 以上 より, L N C a P に お い て 副腎性ア ン ドロ ゲ ン前駆体 の 代謝 は ア ン ドロ ゲ ンを生 成す る方向 に変移

して い る こ とが 判明 した . ア ン ドロ ゲ ン 除去条件下 にお い て , ア ン ドロ ゲ ン依 存性前立腺痛細胞は ダル ク ロ ン 酸抱合活性を上

昇 させ る こ と によ り, D H E A プ
ー

)L / か ら D H T を生 成 し
,
生存, 増殖 に必要 な細胞内ア ン ドロ ゲ ン レベ ル を維持 して い る こ と

が推測 され た . こ れ らの 成境 より ,
L N C a P に おけ る U G T は細胞内活性 ア ン ド ロ ゲ ン 濃度を調節 して い る 可 能性 が示唆 され

た .

K e y w o r d s p r o st atic c a n c e r , L N C aP , a d r e n al s t e r oid s , gl u c u r o nid atio n , i n tr a c ri n e

正常前 立腺
,
前立腺肥大症 , 初期 の 前立腺癌は ア ン ド ロ ゲ ン

依存性 に増殖する
1 卜 3)

. した が っ て前立腺癌患者の 初期 ホ ル モ

ン療法と して抗 ア ン ドロ ゲ ン療 法が 選択 さ れ て い る . お もなア

ン ドロ ゲ ン で あ る テ ス トス テ ロ ン は 95 % 以 上 が精 巣で 生 成 さ

れ
4)

,
こ れ を除去する た め に去勢術 が

一

般 に 施行 さ れ て い る .

また ネガ テ ィ ブ フ ィ ー

ド バ ッ ク に よ る 下 垂体前葉ホ ル モ ン の 分

泌抑制を 目的と した
,
女性 ホ ル モ ン 剤の 投 与

5)
,
ス テ ロ イ ドホ

ル モ ン 標 的細胞内 に お け る ア ン ドロ ゲ ン 受 容体 ( a n d r o g e n

r e c e pt o r , A R) 結合を阻止する た め, そ の 桔抗薬 の 投与
(1 7)

, 下 垂

体前葉ホ ル モ ン の 枯渇 を目的と した , 黄体化ホ ル モ ン 放出ホ ル

モ ン ア ゴ ニ ス トの 投与 な どが 行わ れ て い る
8)

. ヒ トは副 腎か ら

ア ン ド ロ ゲ ン 前駆体 で ある デ ヒ ド ロ エ ビ ア ン ド ロ ス テ ロ ン

(d e h y d r o e pi an d r o st e r o n e , D H E A) を 多量 に分泌 し, 循環血 液中

には そ の 硫酸抱合物が高濃度に存在する . した が っ て
,
ア ン ド

ロ ゲ ン 除去 にお い て 副腎性 ア ン ド ロ ゲ ン の 存在も無視できな い

と して
,
今 日 ほ と ん どの 前 立 腺癌患者 に仝 ア ン ド ロ ゲ ン遮 断

C ot al a n d r o g e n b l o c k a d e , T A B ) 療法が 施行さ れ て い る .
I
. a b ri e

平 成1 2 年 1 月2 7 日受付, 平成 12 年3 月 2 4 日受理

A b b r e v i ati o n s : A R
,
a n d r o g e n r e c e p t o r; D H E A ,

ら
9卜 11)
は標的細胞内に お い て ス テ ロ イ ドホ ル モ ン を活性化する

代謝系 を指摘 し
,
そ の 機構をイ ン トラ ク リ ン (i n tr a c ri n e) と 名

づ けた . 主 に副腎よ り分泌され るD H E A , ア ン ドロ ス テ ン ジオ

ン ( a n d r o s te n e di o n e , △
4
-di o n e) , また 精巣に 由来す る テ ス トス

テ ロ ン が前立 腺 に至り, 前 立腺の 細胞内に お い て 最も ア ン ド ロ

ゲ ン 活性の 高い ジ ヒ ドロ テ ス トス テ ロ ン (d ih y d r o te st o st e r o n e ,

D ⅢT) に変操 さ れ る
12) 1 7)

.
こ の 活性 ア ン ド ロ ゲ ン は細胞内で

A R に作用 して 効果を 発現する . m B 療 法は 前立 腺痛患者の 約

80 % に奏効す るが , 1 2 ､

1 8 ケ月後 に は ホ ル モ ン 療法抵抗性 に

変化 して ゆく
親

. そ の 原 因と して 以 下 の 4 つ の 機序が 推測 さ れ

て い る . すなわ ち1 と して 前立 腺嶋 は多様 な程度 の ア ン ドロ ゲ

ン 依存性 を持 つ 細胞集団であり , 抗 ア ン ドロ ゲ ン 療法 によ っ て

ア ン ドロ ゲ ン濃度 の 低い 条件下 で も増殖可能な細胞群が残存す

る こ と
8)

,
2 と し てA R が 変異する こ と

ほぃ 21--

,
3 と して 細胞内ス

テ ロ イ ドホ ル モ ン代 謝経路が変化す る こ と
21)

,
4 と して 成長園

子の 新た な経路が発現する こ と
畏卜 24)

で ある .

本研究の 目的は ア ン ドロ ゲ ン 感受性の 異なる前立腺癌細胞株

d e h y d r o e p i a n d r o st e r o n e ; D H E A
- S , D H E A s ulf a t e; D H T ,

dih y d r o t e st o st e r o n e; F B S , f et al b o vi n e s e r u m ; R T , r e V e r S e t r an S C rip ti o n ; T A B , t Ot al a n d r o g e n bl o c k ad e; T L C , th i n

la y e r c h r o m at o g r a p h y; U G T , u ri di n e dip h o s p h o
- gl u c u r o n o s ylt r an Sf6 r a s e; △

4
- dio n e

,
a n d r o s t e n e di o n e
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にお け る副腎性 ア ン ドロ ゲ ン代謝 の 差異を明 らか に する こ と で

ある. さ ら にア ン ドロ ゲ ン を不活性化, 水溶化する グル タ ロ ン

酸抱合
25)2 6 )

, 硫酸抱 合活性
2 7)
の 測定を行 い , 培養 条件 の 適 い に

よ る ダ ル ク ロ ン 酸抱合活性 の 変化に つ い て検討した .

材料お よ び方法

Ⅰ. 培養細胞株

本研究 に用い た前立腺癌細胞株は , ヒ ト前立腺癌骨転移由来

の P C -3
,
ヒ ト前立腺癌脳転移由来 の D ロ14 5 , ヒ ト前立腺癌 リ

ン パ 節 転移由来 の L N C a P で あり, す べ て 大日本製薬 (大阪) か

ら購入 した . P C -3
,
D U 1 4 5

,
L N C a P は最終濃度が 10 % ウ シ胎

児血清 (f et al b o vi n e s e ru m , F B S ) (S ig m a , S t I ･ O ui s , U S A) , 2 m M

グ ル タ ミ ン 酸 (日 水 製薬 ,
東京) と なる よう に R P M I

- 1 6 4 0 培地

(Si g m a) を調製 し, 湿潤37 ℃ , 5 % C O 2 条件下で培養 した ･

Ⅰ .
ス テ ロ イ ドホ ル モ ン代謝

35 m m プ ラス チ ッ ク 培養プ レ
ー ト (岩城硝子, 船橋) に前立

腺癌細胞株 を2 m l の R P M I - 1 6 4 0 培地 に1 × 10
6

個播種 し
,
漸閏

37 ℃
,
5 % C O 2 条件 下 にお い て約48 時間培養 した. 9 0 % コ ン フ

ル エ ン トに達 し た段階で , 詫終濃度100 n M の
14

c - △
4
- di o n e (2 .O

G B q/ m m ol , D u P o n t , W il m i n g to n , U S A ) , 又 は
14
c p D H E A (2 .O

G B q / m m ol , D u P o n t) を含 む 新鮮培地 に交換 し, 湿 潤37 ℃ ,

5 % C O 2 条件 下 に4 時 間静置 した. その 後培養液を全量採取 し,

以下 の 分析を行うまで の 間,
-

2 0 ℃で凍結保存 した .

刃L 薄層 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

に よ る分析

1 . 疎水性ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 分析

採取 した培地 に2 倍量 の酢酸 エ チ ル (ナ カ ライ テ ス ク , 京都)

を加え振漁混和 し, 有機相 と水相に分離 した . 有機相 に は培地

中の疎水性 ス テ ロ イ ドホ ル モ ン が 移行す る . 有 機相を留去後,

残造を メ タ ノ ー ル ( ナ カ ライ テ ス ク) に 溶解 ,
滞層 ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ
ー

(th i n l a y e r c h r o m a t o g r
･

a p h y , T L C) (J .T . B a k e r
,

P hilli p s b u rg , U S A) プ レ
ー

ト上 で 展開 した. 展 開液 は 酢酸 エ チ

ル : ク ロ ロ ホ ル ム (ナ カ ラ イ テ ス ク) = 1 : 3 を用い た . n C プ レ

ー

トを十分乾燥 させ た後, バ イ オ イ メ
ー

ジ ン グ ア ナ ラ イザ ー

B A S - 2 0 0 0 (富士 フ イ ル ム , 東京) を用 い て 放射能を解析 し, Ⅹ

線 フ イ ル ム 但a st m a n K o d ak , R o c h e s te r , U S A) へ の 露光 も行 っ

た .

2 . ア ン ドロ ゲ ン代 謝産物 の 同定

放射性標準物質と して △
^
- di o n e , D H E A , テ ス トス テ ロ ン ,

ア ン ドロ ス テ ン ジ オ
ー ル

,
D H T

,
ア ン ドロ ス タ ン ジ オ ン

,
ア ン

ドロ ス テ ロ ン を D u p o n t 社 より購 入 した . 1 . と 同様 の 条件で 展

臥 解析を行い , 旦値を決定 した . 各物 質の 値 は 以下 の と おり

であ る. △
4
- di o n e (凡 = 0 .8 3) , D H E A (札 = 0 .6 9) , テ ス トス テ

ロ ン (凪 = 0 . 6 0) , ア ン ドロ ス テ ン ジ オ
ー ル (み = 0 .5 1) , D H T

(凪 = 0 .7 4) , ア ン ド ロ ス タ ン ジオ ン (み = 0 .9 2) , ア ン ドロ ス テ

ロ ン (私 = 0 .3 4) . 各バ ン ドは独立 してお り, 前記物質 は同定可

能であっ た .

3 . グ ル ク ロ ン 酸抱合され たス テ ロイ ドホ ル モ ン の 分析

Ⅰ4
c - テス トス テ ロ ン また は14c - D H T を基質に し , 水和 に 移行

した 基質を真空乾燥機 (久保 田 製作所, 東京) に よ っ て乾 燥 さ

せ
,
1 m l の リ ン 酸 カリ ウム 緩衝液 (Si g mi ) , 2 0 0 単位 の β

- ダ ル

ク ロ ニ ダ
ー

ゼ (Si g m a) を加えて37 ℃ , 2 4 時間振返 し, ダ ル ク

ロ ン 酸抱合体を分解 した . その 後酢酸 エ チ ル を加 え, 振漁混和

し た後10 分 間静置して , 有機相 と 水相 に分離 した . 有機相を

留去 し, 残渡をメ タ ノ
ー ル で 溶解後

,
再度 n C を用 い て展開 し

谷

た . B A S -2 0 0 0 を用い て 放射能を測定 し
,
Ⅹ線 フ イ ル ム へ の 露光

も行 っ た . 回収率は85 % ～

9 5 % で あっ た .

4 . 基質反応時間の 決定

L N C a P に基質 と して100 n M の
1 4
c 一 テ ス トス テ ロ ン を2

,
4
,
6
,

8 時間作用させ ,
生成する

14
c - テ ス トス テ ロ ン ダ ル ク ロ ン 酸抱合

物 を3 . と 同様 の 方法を用い て 測定 し た. ダ ル ク ロ ン酸抱合物の

生成 が直線的に増加す る時間を求め , 以下 の 実験の 基質作用時

間と した .

Ⅳ . ロG T 活性 の酵素反応速度論的検討

酵素反応速度を決定す る た め に 35 m m プラ ス チ ッ ク 培養プ

レ ー

ト に L N C a P を1 × 10
6

個 播種 し
,
漸閏37 ℃ , 5 % C O 2 条件

下 にて 約48 時 間培養 した .
9 0 % コ ン フ ル エ ン トに 達 した段階

で 10 n M の
14

c - テ ス トス テ ロ ン ,
14
c - D H T と 10

,
2 0

,
6 5

,
9 0

,

2 3 0
,
4 9 0 n M の 非 放 射性 テ ス ト ス テ ロ ン (S i g m a) , D H T

(S ig m a) を加 え競合 さ せ ,
4 時 間静置 し, 培 養液を全量採取 し

た . 2 倍 量 の酢酸 エ チ ル を加えて有機相と水相 に分離 し, 水相

を分取 した . 水相 を真空乾燥機 に よ っ て 乾燥させ , 1 m l の リ ン

酸 カ リ ウ ム 壕衝液 ,
2 0 0 単位 の β

- グ ル タ ロ ニ ダ
ー ゼ を加え て

37 ℃
,
2 4 時 間振渡 し, ダ ル ク ロ ン 醸抱合体を分解 し た . 有機

相を留去後 ,
残 液 をメ タ ノ ー ル で 溶解 ,

T L C で 分 離 し, B A S -

2 0 0 0 を用 い て 放射能を測定 し た . 測 定結果を コ ン ピ ュ
ー

タ

( D ell , R o u n d r o c k , U S A ) に 入 力 し, ソ フ ト ウ エ ア E n z fitt e r

( Bi o s o ft, C am b ri d g e , U K) を用い て ミ カ エ リ ス 定 数K , り 触媒定

数娠 を計算した . こ の ソ フ ト ウ エ ア は ミ カ エ リ ス ー メ ン テ ン の

式 に基づ い て い る .

Ⅴ . 硫酸抱合さ れ た ス テ ロ イ ドホ ル モ ンの 分析

水相を真空乾燥機 に よ っ て 乾燥させ , 1 m l の リ ン 酸カ リ ウム

媛衝液 ,
2 単位 の サ ル フ ァ タ

ー ゼ (Si g m わ を 加えて 37 ℃ , 2 4 時

間振没 し, 硫 酸抱合体 を分解 した . そ の 後酢酸 エ チ ル を加え振

塗混和 し
,
有 機相 と水相 に分離 した . 有機相 を留去後, 残直を

メ タ ノ ー ル で 溶解
,
T L C で 分離 し, B A S -2 0 0 0 を用 い て放射能

を測定 した . X 線 フ イ ル ム へ の 露光も行 っ た .

Ⅵ . m 抽 出と逆転写(r e v e r s e t r an S C ri p 也o n , R T )
- P C R

l . 仝 m A 抽 出

培養細胞株か らIS O G E N ( ニ ッ ポ ン ジ
ー ン

,
富 山) を用い て

仝 m A を抽 出 した . 3 5 m m プ ラ ス チ ッ ク 培養 プ レ ー

ト に前立

腺癌細胞株 を1 × 10
6

個播種 し, 湿潤37 ℃ , 5 % C O 2 条件 下で約

48 時間培養 し た . 9 0 % コ ン フ ル エ ン ト に達 し た段階で培養液

を除去 し
,
P B S (Si g m a) で洗 浄 した 後, 4 ℃ ,

1 m l の IS O G E N

を加 えて5 分 間静置 して細胞 を溶解 し た. 4 ℃
,
1 2

,
0 0 0 回転/ 分

で15 分 間遠心 し, 上 清 を採取, 0 .5 m l の イ ソ プ ロ ピ ル アル コ
ー

ル ( ナ カ ラ イ テ ス ク) を加えた . 室温 で 10 分 間静置後 ,
4 ℃

,

1 2
,
0 0 0 回転/分 で 10 分 間遠心 した . 上清を除去 した 後

,
1 m l の

7 5 % エ タ ノ
ー

ル を加え撹拝後, 4 ℃ , 7 ,5 0 0 回転/ 分 で 5 分間遠

心 し, 再 び 上 清を除去 し10 分 間減圧 乾燥 し た . 超純水 生 成装

置 M illi -Q g r a di e n t A l O (M illi p o r e , B e d fo r d , U S A) より得 ら れた

超純水をジ ュ チ ル ピ ロ カ
ー

ボネ ー ト (Si g m a) 処理 し, 前述 の 操

作 に より得 られ た m A を25 〃1 の 避純水 に溶解 し た. R N A 溶解

液 の 260 n m にお ける吸光度を測定 し, 1 0 D を40 FL g/ m l と し

て 仙 波度 を計算 した .

2
.
プライ マ ー の 作製

グ ル ク ロ ン 酸 転 移 酵 素 (u rid i n e d i p h o s p h o
-

gl u c u r o n o s ylt r a n sf e r a s e , U G T) の ア イ ソ ザイ ム U G T 2 B , β
- ア

ク チ ン に対 す る m R N A 検 出用プラ イ マ ー と し て以 下の オ リ ゴ
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D N A を合成 した (北海道 シ ス テ ム サ イ
エ ン ス

, 札幌) ･ 5 3 5 b p

の U G T 2 B 遺伝子を特異的に増幅する P C R プ ラ イ マ
ー

と し てセ

ン ス プラ イ マ
ー

5
･
- C C T T G C C C A G A T C C C A C A A ふ3

,

と ア ンチ セ

ン ス プ ラ イ マ
ー

5
･
- T A T C A C A G T T G C C A C G C A G G

-3
,

を ヒ ト

u G T 2 B 遺伝子 c D N A の 塩基 配列 より選択 し
た

･ 5 9 2 b p の β
- ア

ク チ ン 遺伝子 を特異的 に増幅す る P C R プ ラ イ マ
ー と し て セ ン

ス プライ マ
ー

5
,
- G A A A A T C T G G C A C C A C A C C m 3

'

と ア ン チ セ ン

ス プラ イ マ
ー

5
,
- G T r G A A G G T A G m C G T G G H I 1 3

'

を ヒ トβ
- ア

クチ ン遺伝子 cD N A の 塩基配列より選択 した ･

. 3 . R T IP C R に よ る U G T 2 B m R M 発現 の定量

u G T 2 B m R N A 発現 の 定量 の た め ,
R T P C R を用 い た ･ R T 反

応は, P r o m e g a 社 (M a di s o n , U S A) の c D N A 合成キ
ッ トを用い

て行 っ た . す な わ ち1 fL g の 仝 R N A か ら オ リ
ゴd m 2O をプラ イ

マ ー と して 逆転写酵素に て cD N A を合成 した . 次 に U G T 2 B に

対する プラ イ マ
ー 対を用 い て , T a q ポ リ メ ラ

ー ゼ (宝酒造, 京

都) にて 特異的 c D N A の 増 幅を行
っ た ･
P C R 反応 は P e rk i n ･

El m e r/ C e t u s 社 (N o r w alk , U S A) D N A th e r m al c y cl e r を使用 し

た . 至適ア ニ ー リ ン グ温度を決定 し た後に , 9 4 ℃で3 分 間熱変

性後, 9 4 ℃ 45 秒 ,
5 7 ℃45 軌 72 ℃1 分30 秒 の 3 ス テ ッ プ を30

サ イ ク ル 行 い , 最後 に72 ℃10 分を追加 した . 増幅彼 の P C R 産

物は エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドを含む 1 ･5 % ア ガ
ロ ー ス ゲル で 電気

泳動 し
,
紫外線照射装置を用 い て検出 した ･ 内部村照と して β

-

アク チ ン の P C R を行 っ た .
R T ｣P C R で検 出 され た バ ン ドが特異

的である こ と を確認する た め に ,
P C R 産物の 一 部 を適当な制限

酵素で切断 して エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドを含 む 1 ･5 % ア ガ
ロ ー ス

ゲル で 電気泳動 し, 予想 され る 分解産物 が検出 され る こ と を確

認 した.

4 . 半定量的 ⅣトP C R

前 立腺癌細胞株か ら摘 出 し た 全 R N A l 〃g よ り合成 し た

c D N A に 対 して , U G T 2 B 特異 的プ ライ マ
ー

と/?
- ア ク チ ン特異

的プ ライ マ
ー を用い て 半定量的P C R を行 っ た . す なわ ち94 ℃

で3 分 間熱変性後 ,
9 4 ℃ 45 秒 ,

5 7 ℃ 45 秒 , 7 2 ℃ 1 分30 秒 の 3

ス テ ッ プを15
,
1 8

,
2 1

,
2 4

,
2 7

,
3 0

,
3 3

,
3 6 サ イ ク ル 行い , 最後 に

72 ℃1 0 分を追加 した . 増幅 され たP C R 産物を ,
エ チ ジ ウム ブ

ロ マ イ ド を含 む1 .5 % ア ガ ロ
ー ス ゲ ル にて 電気泳動 し, 紫外線

照射装置を用い て検出 した . 画像解析装置 バ イ オ プ ロ フ ィ
ー ル

CV ilb e r L o u r m a t , P a ri s , F r a n c e) に て
バ ン ドの 蛍光強度を測定

し
,
U m B の 強度と 内部対照/ヲ ー ア クチ ン の 強度の 比を求め た ･

軋 ス テ ロ イ ド除去 F B S 添加 R P M I ･ 1 6 4 0 培地の 調製

1 . デ キ ス ト ラ ン被 覆活性炭懸濁液の 調製

超純水50 m l に活性炭(和 光純薬, 大阪) 0 .5 g を加えよく混和

し活性炭懸濁液を作 っ た . また 同様に超純水50 m l に デ キ ス ト

ラ ン P e x t r a n T 70 , P h a r m a ci a B i o te c h , U p p s al a , S w e d e n) 0 ･0 5 g

を加え よく混和しデキ ス トラ ン 懸濁液を作 っ た . 両者を混和 し,

4 ℃24 時間静置 して デ キス トラ ン被覆活性炭懸濁液と した ･

2 . ス テ ロ イ ド除去F B S , ス テ ロ イ ド除去培地の 調製

デ キ ス ト ラ ン 被覆活性炭懸濁液を3 ,0 0 0 回転/ 分 ,
1 0 分間遠

心分離 して上 宿を除去 した後, F B S を加えて凝藍混和 し, 4 ℃ ,

2 0 分 間静置 した . 0 ･2 2 FL m フ ィ
ル タ

ー

( M illi p o r e) を用 い て 濾

過し
,
ス テ ロ イ ド除去F B S と し た . 最終濃度 が1 0 % ス テ ロ イ

ド除去 F BS , 2 m M グ ル タ ミ ン 酸と な る よう調製 し, ス テ ロ イ

ド除去R P M I - 16 4 0 培地 と した .

3 . ス テ ロ イ ド除去条件下 で の L N C a P の 培養

ア ン ドロ ゲ ン 依存性 の L N C a P に つ い て は ス テ ロ イ ド除去

RP M I -1 6 4 0 培地 に て湿潤37 ℃ , 5 % C O 2 条件下 で 培養 して い る

も の も用意 し, 酵素反応速度論的検討, m
しP C R に よ る m R N A

発現 の 検討 に使用 した .

Ⅶ . 統計処理

す べ て の 実験 は5 回施行 し, 測定値を平均値±標準誤差 で示

した .

成 績

Ⅰ . ヒ ト前立腺癌細胞様に お け る副腎性ス テ ロ イ ドホ ル モ ン

代謝

1 .
ヒ ト前立腺癌細胞株 にお ける

14
C - △

4
- di o n e を基 質と した

代謝

各々 の 前立腺癌細胞株 にお い て100 n M の
14

c r △
4
-di o n e を基質

と し た場合の 代謝産物 の ク ロ マ ト グ ラム を図1 に示 し, 定量結

果 を表1 に 示す.
ア ン ド ロ ゲ ン非依存性であるP C

-3
,
D U 1 4 5 は

主に D H E A , D H T , ア ン ド ロ ス タ ン ジ オ ン を生 成 し た ･ P C -3

の 有機相 に含まれ る代謝産物の 仝代謝産物 に占め る割合は そ れ

ぞ れ21 .
4 6 ± 0 .3 3 %

,
2 6 .7 8 ± 0 .3 1 % , 2 2 ･9 7 ±0 ･4 8 % で あ っ た ･

T a ble l . M et ab o lis m o f
1 4

c - a n d r o s t e n e di o n e f o r m e d b y p r o st atic c
a n c e r c ell li n e s

S u b str a te a n d m e t a b o lit e s

1 4

c _ A n d r o st e n e di o n e *

M e t a b olite s

D H E A

A n d r o st e n e di oI

T e st o s t e r o n e

D I-1T

A n d r o st a n e di o n e

A n dr o st e r o n e

T o t al r adi o a cti vity

5 .2 4 ± 0 .1 0

2 1 .4 6 ± 0 .3 3

2 .2 3 ±0 .0 3

4 .2 4 土 0 .0 7

2 6 .7 8 ±0 .3 1

2 2 .97 ±0 .4 8

N D

6 5 8 4 ±9 9
●

｢

D U 1 4 5

( % )

3 .8 1 ± 0 .0 4

16 .
10 ± 0 .2 1

4 .8 1 ± 0 .1 2

4 .9 7 ±0 .0 8

1 7 .87 ±0 .0 9

1 9 .1 1 ± 0 .15

N D

6 7 0 3 士7 6 †

L N C a P

( % )

2 4 .5 8 ± 0 .6 2

1 2 .4 0 ± 0 .2 1

N D

6 .4 6 ±0 .0 7

9 .7 4 ±0 . 13

18 .3 Z ±0 .2 9

N D

3 0 2 7 ± 4 2 †

D = E A , d e h y dr o e pia n d r o s
te r o n e; D H T , d ihy d r o te sto s

te r o n e; N D , n O t d ete ct e d ･

* S u b str at e; †T o t al a r bitr a ry v alu e of r a di o a cti v e i
n te n s it y ･

V alu e s p r es e n t貢
~±SE M ( n

= 5) ･



1 5 8 金

D U 1 4 5 に お い て は それ ぞれ 16 . 1 0 ± 0 .2 1 %
,
1 7 .8 7 ± 0 .0 9 %

,

1 9 .1 1 ± 0 .1 5 % で あ っ た . ア ン ド ロ ゲ ン依存性 である L N C a P は

テ ス ト ス テ ロ ン (6 .4 6 ±0 .0 7 % ) , D Ii E A (1 2 .4 0 ± 0 .2 1 % ) ,

D H T (9 .7 4 ±0 .1 3 % ) を生成す る が有機層全体 の 放射能が低下

して おり ,
P C -3

,
D U 14 5 の 有横相全体の 放射能 と比較す る と約

半量であ っ た . L N C a P の
一司
C - △

4
- di o n e 代謝産物 は水相 に移行 し

て い る こ と が予 想 さ れ た .

2 .
ヒ ト前 立腺癌細胞株 に お ける

14
C - D H E A を基 質 と し た代

謝

各 々 の 前立腺癌細胞株に お い て100 n M の
IJ

c - D H E A を基質と

した 場合 の 代謝産物の ク ロ マ トグ ラ ム を図2 に 示 し
,
定量結果
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2 .

F7f V al u e
1 . 0 0

F i g . 1 .
1 4
c -

a n d r o st e n e di o n e m e t ab oli c p r ofil e s h o w n i n th i n

l a y e r c h r o m at o g r ap h y Cr L C) a n d r a di o a c ti vi ty d e t e c ti o n . P C -

3
,
D U 1 4 5

,
L N C a P w e r e i n c u b at e d w ith

14
c - a n d r o st e n e di o n e

(1 0 0 n M ) a s s u b s tr at e fb r 4 h r . M e ta b olit e s w e r e e x t r a ct e d

wi th e th yl a c e ta t e a n d s e p ar at e d b y T L C u si n g s ol v e n t s y st e m

Of c h l o r o fo r m : e th yl a c et at e (3 : 1) . 仏) P C -3 . (B ) D U 1 4 5 . (C)

I . N C a P . ( a) , 0 ri g in ; O)) , S ol v e n t f r o n t;
*

,
S u b str at e . M e t ab olit e

(吊 Ⅴal u e): 1 , an d r o st e r o n e 略 = 0 .3 4); 2 , an d r o st e n e d i ol (み =

0 .5 1); 3 , t e St O St e r O n e ( 吊 = 0 .6 0); 4 , d e h yd r o e pi an d r o s t e r o n e

( R j = 0 . 6 9) ; 5 , di h y d r o t e s t o $ t e r O n e ( 旦f = 0 .7 4); 6 ,
an d r o st e n e d i o n e (吊

= 0 .8 3); 7 , a n d r o st a n e di o n e (吊 = 0 .9 2) .

を表2 に示 す. 3 細 胞株全 て に お い て末代謝物 が多く検出され

た . P じ3 で は ほ ぼ 末代謝物 の み が 検出 さ れ , D U 1 4 5 に お い て

も代謝活性 が低く, ア ン ドロ ス テ ン ジ オ ー ル (1 4 .5 6 ± 0 .2 6 % )

が
一

部検出 さ れ た .

一

方 L N C a P にお い て は △
4
- di o n e (3 2 .0 1 士

0 .2 5 % ) , ア ン ドロ ス テ ン ジ オ
ー

ル (8 .7 5 ± 0 .1 6 %) , テ ス トス テ

ロ ン (5 ･4 0 ± 0 ･1 2 % ) , ア ン ドロ ス タ ン ジオ ン (3 3 ･7 4 ± 0 .0 9 % )

が検 出さ れ た . 有機層全体 の 放射能の 減少 に つ い て は △
4
-d i o n e

を基質に した場合 に比べ ,
わ ずか で あっ た .

以 上
I LI

c - △
4
- di o n e

,

1 4

c - D H E A を 基質 に し た 場合 の P C -3
,

D U 14 5
,
L N C a P の 副腎性 ス テ ロ イ ド代謝 に つ い て 図3 に図式化

した.
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勒 V a 山e
1 .0 0

Fi g . 2 .
l Jt

C -d e h y d r o e pi an d r o st e r o n e m e t ab oli c p r o m e sh o wn i n

th i n l a y e r c h r o m at o g r a p h y ( T L C) a n d r a di o a c ti vi ty d e te c ti o n ･

P C -3
,
D U 1 4 5

,
L N C a P w e r e i n c u b a t e d w i th

14

c -

d e h y d r o e pi a n d r o s t e r o n e (1 0 0 n M ) a s s u b s t r a t e f o r 4 h r ･

M e tal ) 01it e s w e r e e x tr a c te d wi th e th yl a c e ta t e a n d s e p ar at e d b y

T L C u si n g s ol v e n t s y st e m o f c hl o r of o r m : e th yl a c e t at e (3 : 1) ･

仏) M et a b oli c p r o 別e o f P C -3 . (B) D U 14 5 . ( C) Ⅰ. N C a P . (a) ,

0 ri gi n ; O )) , S oI v e n t fr o n t;
★

,
S u b s tr at e . M e tab olit e ( 吊Ⅴal u e):

1
,
a n d r o $t e r O n e 略 = 0 .3 4); 2 , a n d r o st e n e di ol (み = 0 .5 1); 3 ,

t e st o st e r o n e (R f = 0 . 6 0); 4 , d e h y d r o e pi a n d r o s t e r o n e (R f
=

0 .6 9); 5 , dih yd r o t e st o s t e r o n e (旦 = 0 .7 4); 6 , a n d r o st e n e d i o n e

(凪 = 0 .8 3); 7 , a n d r o s t an e di o n e (卑 = 0 .9 2) .
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Ⅰ.
グル ク ロ ン酸抱合活性, 硫酸 抱合活性 の検討

1 . L N C a P の グ ル ク ロ ン 酸抱合活性 の 経時的検討

L N C a P に基質 と して
14

c - テ ス トス テ ロ ン を作用 さ せ ,
生成 さ

れ る
14

C - テ ス ト ス テ ロ ン グ ル ク ロ ン 酸抱合物の 仝放射能に占め

る割合を経時的 に測定 した結果を図4 に示す . ダ ル ク ロ ン 酸抱

合物の 生成が直線的に増加する の は4 時 間以前 であり, 以下 の

実験の 基質作用時間を4 時間と した .

2 . ヒ ト前立腺癌細胞株におけ る ア ン ドロ ゲ ン の グ ル ク ロ ン

醸抱合活性の 検討

各々 の 前立腺癌細胞株 にお ける100 n M の
1 4
c - テ ス トス テ ロ ン

を基質と した場合の 代謝産物の 分析結果を図5 に示す . L N C a P

にお ける有機相全体 の 放射能 の 減少 は著明であり大部分 は水相

に移行 して い る と示唆 され た (図5A) . こ の 水相をβ
一 ダ ル ク ロ

ニ ダ
ー ゼ処 理 し, グ ル ク ロ ン酸抱合体を加水分解 して酢酸 エ チ

P C - 3

D U
-

1 4 5

1 5 9

ル に て再抽出を行 っ た と こ ろ, L N C a P の水相 よ りテ ス トス テ

ロ ン
,
D H T が検 出され た (図5B) .

一

方P C -3
,
D U 1 4 5 の 水相 に

同様の 処理を行 っ た が 明らかな放射能 は検出さ れ なか っ た (図

5 B) . L N C a P にお い て 明 らか な ダ ル ク ロ ン 酸抱合活性を認 め ,

P C -3
,
D U 14 5 に お い て はほ と ん ど認め なか っ た .

3 .
ヒ ト前立腺癌細胞株 にお ける ア ン ドロ ゲン の 硫酸抱合魔

性の 検討

ダ ル ク ロ ン 酸抱合活性 の 検討と同様の 操作 に て得 られ た 水相

に, サ ル フ ァ タ
ー ゼ を作用 させ た後, 酢酸 エ チ ル で 再抽出を行

っ たが
,
い ずれ の 細胞株 にお い て も放射能 は検出さ れ な かっ た .

今 回使用 した前立腺癌細胞株には硫酸抱合活性 が存在しな い こ

と が示 された .

4 . ⅠぶC a P に お ける ロG T 活性の 酵素反応速度静的検討

L N C a P にお い て テ ス トス テ ロ ン
,
D H T を基質に し た場合の

T a bl e 2 ･ M e ta b olis m o f
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ロG T 活性 を酵素反応速度論的に検討 した . 基質濃度 を横軸 に,

ダ ル ク ロ ン 酸抱合率を縦軸 に プ ロ ッ ト した 結果 を図6 A , 二 重

逆数プロ ッ ト( L 血e w e a v e r - B u rk pl o t) を図6 B に示す . 二重逆数

プロ ッ トか ら計算さ れ た軋 , ‰ を表3 に示す. D H T の 常〃 はテ

ス トス テ ロ ン に比 較 して 約3 倍 高か っ た . なお
巨 払 お よ び烏ど｡ ′

の 比で ある特異定数 吼 几｡) ほ テ ス トス テ ロ ン を基質に した場

合1 .0 で あり ,
D H T を基質 に し た場合1 . 7 で あ っ た . し たが っ

て D H T が より親和性の 高い 基質である こと が示 さ れ た .

5 . 前立腺癌細胞株 にお ける U G T 2 B m R N A 発 現の 検討

蓑攣
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S 血b s t r a t e ( 〃M )

U G T は 多く の ア イ ソ ザイ ム の 存在 が報告 さ れ て い る . また

内因性, 外 因性 ス テ ロ イ ドの ダ ル ク ロ ン 酸抱合 には U G T 2 B が

関与 して い る こ とが 知 ら れ て い る . 我々 は U G T 2 B 特 異的な プ

ライ マ ー を選択 し, R r P C R を行 っ た . L N C a P の み に U G T 2 B

m R N A 発現 が認 め ら れ ,
P C - 3

,
D U 1 4 5 にお い て は発現が認め

られ な か っ た (図7) .

6 .
ス テ ロ イ ド除去条件 下 の L N C a P に お ける U G T 活性の 酵

素反応速度静的検討

ス テ ロ イ ド除去条件下 で培養 して い るL N C a P に つ い て も同

T a ble 3 . K in e tic p r o pe rti e s o f U G T a ct l V lty i n L N C a p

S 血 at e s
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マ
㌔ ♂ 甑
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β
-

a C 七竜n

Fi g . 7 ･ P C
R p r o d u c t s o f u

ri di n e d i p h o s p h o
-

gl u c u r o n o s yl
-

tr a n sf e r a s e (U G T ) 2 B a n d β
一

a Cti n ･ P C R p r o d u c t s w e r e
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･ A r r o w s i n di c at e
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Fi g . 8 ･ S e m i
-

q u a n tifi c a ti o n o
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L N C a P . ( 朗 L N C a P i n R P M I
- 1 6 4 0 s u p pl e m e n t e d w ith lO %

f e tal b o vi n e s e r u m , β) L N C a P w i th st e r oi d s d e pl e te d ･

様 に テ ス トス テ ロ ン , D H T を基質に し た場合 の U G T
の 酵 素反

応速度を検討 し, 軋 ,
彪
｡ ｡′を表4 に示す . ス テ ロ イ ド除去条件下

にお い て
,
テ ス ト ス テ ロ ン

,
D H T ど ち ら の 基質 に お い て も

U G T 酵素活性が 上 昇 して い る こ と が 示 さ れ た . 特異定数 吼/

鳥
ビὰ) は テ ス トス テ ロ ン を基質 に し た場合3 -4 で あり･ D H T を 基

質に した 場合3 .6 で あ っ た .

7 . L N C a P にお ける U G T 2 B m R N A 発 現の 半定量的検討

L N■C a P に つ い て は 通常 の 条件 で培養 して い る もの と , ス テ

ロ イ ド除去条件下 で培養 して い る もの に つ い てR T
｣P C R を用 い

て U G T 2 B m R N A 発現の 半定量 を行 っ た . P C R 産物が 飽和する

以前 の 24 サ イ ク ル ,
2 7 サ イ ク ル で 比較する と ,

ス テ ロ イ ド除

去条件下 の L N C a P に お い て U G T 2 B m R N A が よ り強く発現 して

い る こ と が示 され た(図8) .

考 察

前立腺癌 は ア ン ドロ ゲ ン 除去治療 に よく反応す るが , 多く の

症例 に お い て再燃 と い う ア ン ドロ ゲ ン 抵抗性 に変化す る こ と が

知 ら れ て い る
1 0)

. 当初 ,
こ の ア ン ド ロ ゲ ン 抵抗性 へ の 変化が

A R の 点突然変異で説明 でき る と考え られ て きた が
28)
,
こ の 点

突然変異や そ の 転写活性の 変化の み で は説明不可能な臨床症例

の 存在が明 らか にな っ てきて い る .
こ の ア ン ドロ ゲ ン 抵抗性へ

の 進行 にお い て
,
様 々 な成長因子の活性経路の 変化

22卜 瑚 な どが

推測され て きた が , その ほ と ん どす べ て に前立腺癌細胞内にお
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ける ス テ ロ イ ド代謝の 変化が , 関与 して い る 可能性が近年示唆

さ れ て きた
10)

. 特 に非精巣性 ア ン ドロ ゲ ン に対す る過反応性の

獲得や
,
副腎性 ホ ル モ ン の ア ン ドロ ゲ ン へ の 生合成の 増加 な ど

が 考え られ て い るが , そ の 詳細は依然 と して 不明である■ また
,

再燃 に至 っ た症例 に対 し, 抗 ア ン ドロ ゲ ン剤 の 投与を中止する

と
, 逆に症状 の 改善を認 め る抗 ア ン ドロ ゲ ン剤 除去症候群の存

在も近年明 らか に な り
2!))
, 前立腺癌組織内部 にお けるス テ ロイ

ド代謝は益 々 注目され て い る .

D H T は前立腺 に お ける 中心代謝物であり テ ス トス テ ロ ン に

比べ 5 倍以 上の ア ン ドロ ゲ ン 活性をもち, そ の 大部分 は精巣由

来である と考え られ て きた. しか し, 外 科的あ る い は内科的除

精術 を行 っ た患者 の 前立晩癌組織内D H T は 除精術を行 わ な
い

正常男性 に比べ , 4 0 % 程度 しか 減少せず
8)

,
しか も血祭D H E A ,

△
4
_di ｡ n e 濃度は正常者と同 じレ ベ ル に保 た れ て い る ･ した が っ

て
, 除精術後 にお ける ア ン ド ロ ゲ ン 依存性前立腺癌 の 増殖

は
,

副 腎性 の D H E A に依 存 し て い る と 考え ら れ て
い る ･ L a b ri e

ら
9 卜 11)
は ア ン ドロ ゲ ン 前駆体か ら ,

末梢ス テ ロ イ ド標的細胞内

におけ る活性 ア ン ド ロ ゲ ン の 生 成を示 し , イ ン ト ラ ク リ
ン

(i n t r a c ri n e) と 称 した ･
ヒ ト前 立腺細胞内 にお ける イ ン ト ラク

リ ン 作用 は, 精巣性テ ス ト ス テ ロ ン の み な らず, 副腎性 ア
ン ド

ロ ゲ ン で ある D H E A , △
4
-d i o n e か らも由来 して おり, その 細胞

内 にお い て D H T が 生合成 され る こ と を報告 して
い る

8)
･ した が

っ て
,
T 媚 療法の 目 的は精巣性 ア ン ドロ ゲ ン の 除去の み ならず,

副 腎性 ア ン ドロ ゲ ン の 生成抑制と ア ン ド
ロ ゲ ン 標的細胞 にお け

るア ン ドロ ゲ ン 作用の 遮断である . 副 腎性 ス テ ロ イ ドで ある遊

離 D H E A は ヒ ト副腎にお い て多量 に分泌 され
て おり ,

ア ン ドロ

ゲ ン 活性 は きわめ て 低い . そ の 硫酸抱合体 である硫酸 D H E A

のH E A s u ぬヒe , D H E A :S) は血祭中 に高濃度
に存在 して い る ･ 成

人男子 にお ける D H E A :S の 血祭濃度 は1 ,0 0 0
～ 5

･
0 0 0 n g/ m l で あ

り, 末梢血 中で 比較的多量 に存在する と さ れ る
コ ル チ ゾ

ー

ル と

比較 し て も10
～ 5 0 倍 で あり, 遊離塑 D H E A の 割合 は1 % 未 満

で ある .
D H E A

,
I) H E A -S は ヒ トア ン ドロ ゲ ン代謝 の

一

種の 貯

蔵庫 と して プ
ー ル さ れ てい る ･ ま た

,
末梢粧織 にお ける ア ン ド

ロ ゲ ン形成 は △
･I
- di o n e を経由する と報告 され て お り

30)

,
D H E A ･

D H E A :S , △
4
-d i o n e の 三者が 末梢組織 にお け る ア ン ド ロ ゲ ン の

供給源にな る と考えら れて い る ･

本研究 にお い て , 前立 晩晴細胞株 を用
い たア ン ド ロ ゲ ン依存

性 と非依存性細胞間の 副腎性 ス テ
ロ イ ド代謝 を比較 し た と こ

ろ
,
明ら か に異な る代謝活性 を認め た ･ ア ン ドロ ゲ ン 非依存性

細胞株P C ･3
,
D U 1 4 5 は △

4
-di o n e → D H E A の 変接が 優位 に行 わ

れ て おり ,

一 方 ア ン ド ロ ゲ ン依 存性和胞株 L N C a P に お い て は

逆 の D H E A → △
4
- di o n e へ 優位 に変移 して い た ･ さ ら に ,

こ れ

ら3 細胞株 と もア ン ド ロ ス タ ン ジ オ ン
へ の 移行も認め , 図3 に

こ れ ら3 細胞株 の 代謝系をまと め た . 以 上 の 結果 より ,
P C -3

,

D U 1 4 5 は よ り安定 した D H E A プ
ー

ル に移 行す る傾向が強く ,

L N C a P は D H E A プ
ー ル か ら動 員さ れ △

4
- di o n e - - テ ス ト ス テ ロ

ン → D H T 軽路 へ 優位 に変移 して い る と考え られ た ･ こ の 両者

の 代謝経路の 相違 に つ い て グ ル グ ロ ン酸 お よ び硫酸抱合活性
を

検討 した と ころ , L N C a P に の み グル ク
ロ ン 酸抱合活性 を認 め ,

D H T へ の 代謝克進 に関与 して い る こ とが 判明 した ･

近年, 肝以外の 末梢組織 に お い て グ ル ク
ロ ン 酸抱合活性 の 存在

が示唆 され
,
ヒ ト にお い て前立腺

,
精巣, 皮胤 乳腺, 腎 ･ 脳 ,

卵 巣等 に証明 され て い る
31)

･
こ れ ら の 租織に は U G T が存在 し ･

ス テ ロ イ ド代謝 の 調節を行 っ て い る と 考えら れ て
い る ･ 本研 究
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に お い て
,
L N C a P に の み ダル ク ロ ン 酸抱合活性を認 め , P C -3

,

D U 1 4 5 に お い て は そ の 活性を認めな か っ た . さ ら に L N C a P に

お ける ロG T 活性 を検討する た め に
,
酵素反応速度論 (ミ カ エ リ

ス ー メ ン テ ン の 方法) を用い て分析 した結果, D H T は テ ス トス テ

ロ ン に比 べ 約3 倍 の 私 値を認め た こ と よ り
,
U G T は 主 にD H T

の 代謝 に作用 し て い る と考えら れ た . ま た U G T に は ア イ ソ ザ

イ ム が 存在 し, それ ぞ れ組織特異的に発現 し て い る . 内因性 ス

テ ロ イ ドの 代 謝 に 関与する U G T 2 B に対 し て特異的な プ ラ イ マ

ー を用 い た ⅣトP C R を行 い , そ の 発現 に つ い て検討 した とこ ろ

L N C a P に お い て 発現を認 め た が ,
P C -3 お よ び D ロ14 5 に お い て

は発現を認 めなか っ た . 以上 よ り
,
L N C a P に お い て は D H T が

ダ ル ク ロ ン 酸抱合 に よ り消耗 さ れ る 結果, D 王‡T の 生 合成 が 完

進する可能性 が示唆さ れ た . しか も
,
ア ン ドロ ゲ ン 除去条件下

に お い て
,
グ ル ク ロ ン 懐抱合活性 の 相対的上昇を示 した . 実阻

除精術を行 っ た 患者 , すな わ ちア ン ドロ ゲ ン 全体の 約95 % を

占め る精巣性 ア ン ドロ ゲ ン を除去 した に もか か わ ら ず, ア ン ド

ロ ゲ ン 最終代謝産物 や そ の グ ル ク ロ ン 酸抱合物 の 変化が 50 %

～ 7 0 % で ある
1 0)3 2) 3 3) とい う臨床結果が報告さ れ て お り, 本研 究

の 結果 と よく
一 致 して い た .

一 方
,
ア ン ドロ ゲ ン依 存性前立腺

癌 は前立腺組織内D H T とA R が結 合する こ とに よ っ て , そ の 細

胞増殖 が刺激 さ れ る . 本研 究 にお い て L N C a P を ア ン ドロ ゲ ン

除去状態 へ と 暴露 させ る こ と に よ っ て ロG T 酵素活性 が上昇 し
,

ア ン ドロ ゲ ン 除去に対 して , さ ら に ア ン ドロ ゲ ン を低 下 させ る

方向に作周 して い る .

一

見矛盾 した現象 で あ る が , 前述 した よ

うに L N C a P は比 較的容易 に ア ン ドロ ゲ ン を副腎性 ス テ ロ イ ド

プ ー ル か ら動員す る こ とが で きる . し か も
,
A R を 介 して ダ ル

ク ロ ン酸抱合 に対 して 何ら か の 調節 を行 っ て い る と報告 さ れ て

い る
34)

. し た が っ て
,
ダ ル ク ロ ン 酸抱合が進行 し D H T が消 費

され る
一

方 , その 産生も増加 し
,
前立腺組織内濃度を維持 しよ

うと する自己防御機構 が働 い て い る可能性 が考えら れ る .

以上 より, 副腎性ス テ ロ イ ドプ
ー

ル が前立腺癌 に お ける 潜在的

な増殖活性 に大きく寄与 して お り, ア ン ドロ ゲ ン依存性痛 にお

い て は
,
こ の プ

ー

ル か ら D H T へ の 代謝の 克進を認 め , こ の 機

構 に ダル ク ロ ン 醸砲合が関与 して い る こ と が 示唆 さ れ た . また
,

こ れ らの 機 構は ア ン ドロ ゲ ン 除去 な どの 何 ら か の 誘 因が 必要で

ある と考え られ る .

一

般 に
,
多くの 前立腺痛患者の ダ ル ク ロ ン

酸抱合産物 は , 正 常者 と変 わ りな い が
35) 36)

,
除精 術や ホ ル モ ン

療法を誘因 と して 異常値を示す場合が多く ,
こ れ らの 誘因 に つ

い て今後検討が必要である .

結 論

前立腺癌細胞株 P C - 3
,
D U 1 4 5

,
L N C a P の 副腎性 ア ン ド ロ ゲ

ン代謝 に つ い て検討 し, 以下の結論を得た .

1 . ア ン ドロ ゲ ン 依存性前立腺癌細胞株 L N C a P は
,
D H E A

→ △
4
-di o n e 方向 に代謝し, ア ン ドロ ゲ ン 非依存性前立腺癌細胞

株P C -3 , D U 1 4 5 は D H E A を蓄積す る方向 に変移を認め た .

2 . 前立腺癌細胞株P C -3
,
D U 1 4 5

,
L N C a P に硫酸抱合活性

は認 め られ なか っ た .

3 . P C -3 , D U 1 4 5 に ダ ル ク ロ ン 酸抱合活性 は無く
,
L N C a P

には高悟性を認 め た.

4 . L N C a P の U G T 活性 は テス トス テ ロ ン と比 較 して D H T に

親和性が高 い こ と が証明 され た .

5 .
ス テ ロ イ ド除去条件 下 の L N C a P に ダ ル ク ロ ン醸 抱合活

性の 上昇を認 め た .

以上 より, 副腎性 ス テ ロ イ ドが 前立腺癌の 増殖 に寄与する こ と

が示唆 され た . さ ら に
,
ア ン ドロ ゲ ン 依存性癌 に お い て , 副腎

性 ス テ ロ イ ドプ ー ル か ら D f r r へ の 代謝完進を認 め , こ の 機構

に ダ ル ク ロ ン 酸抱合が 関与す る可能性が示さ れ た .
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1 9 9 7

3 5) E a to n N E , R e e v e s G K , A p pl eb y P N , K e y l了. E n d o g e n o u s

S e X h o r m o n e s a n d p r o s t a te c a n c e r : a q u a n ti ta ti v e r e vi e w o f

p r o s p e c ti v e s tu di e s . B r J C a n c e r 8 0: 9 3 0
-も1 9 9 9

3 6) G a n n P H , H e n n e k e n s C H , M a J , L o n g c o p e C , S t a m pf e r
.

M J .

P r o s p e c ti v e st u d y o f s e x h o r m o n e l e v el s a n d ri s k of p r o st at e

c an C e r . J N atl C a n c e r I n st 8 8 : 1 1 1 8 - 2 6 , 1 9 9 6
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S t e r oi d H o r m o n e M e t a b o lis m a n d G l u c u r o ni d ati o n A cti vit y i n P r o s t a ti c C a n c e r C e11 L i n e s Ji r o K a n ay a ,

D e p a rt m e n t o f U r ol o g y , S
c h o o l o f M e di ci n e

,
K a n a z a w a U n i v e r s lty , K a n a z a w a 9 2 0

- 8 6 4 0
-

J ･ J u z e n M e d S o c ･
,
1 0 9

,
1 5 5 -

1 64 ( 2 0 0 0)

K e y w o r d s p r o st a ti c c a n c e r , L N C a P , a d r e n al s te r oid s , g l u c u r o ni d a ti o n , i n tr a c ri n e

A b st r a ct

A d r e n al a n d r o g e n s fu n c ti o n a s a n a n d r o g e n s o u r c e w i th i n p r o s t a t e a n d a n d r o g e n tar g et tis s u e ･ I n thi s s t
u d y , W e C O m P a r e d

th e a b ilit y of th r e e h u m a n p r o s ta ti c c a n c e
r c e 11 1i n e s t o m et a b oli z e th e a d r e n al a n d r o g e n s d e h y d r o e p

i a n d r o s t e r o n e a n d

a n d r o s te n e d i o n e ･ A n d r o g e n
-i n d e p e n d e

n t c e11 1i n e s P C - 3 a n d D U 1 4 5
,
a n d a n d r o g e n

- d e pe n d e n t c ell li n e L N C a P w er e

i n v e s tl g at e d ･ T h e e ff e c t o f g l u c ur o ni d e a n d s ulf a t e c o nJ u g at e S W aS a l s o i n v e s tig a t e d ･
T h e r e is a s tr o n g t e n d e n c y i n th e

a n d r o g e n
-i n s e n siti v e c ell li n e s t o c o n v e rt a n d r o s te n e d i o n e to a D H E A o r D H E A - S r e s e r v o i r ･ M e a n w h ile , th e st e r oi d - S e n Si ti v e

c el1 1i n e i s c ap ab l
e o f c o n v e rti n g D H E A i n t o a n d r o st e n e di o n e a n d s u b s e q u e n tly

i n t o di h y d r ot e s t os te r o n e ( D H T) ･ M o r e o v e r ,

a n d r o g
e n s w e r e c o n v e rt e d i n t o a gl u c u r o n id e c o q u g a t e i n L N C a P , b u t n ot i n P C

- 3 0 r D U 1 4 5 ･ N o s u lf at e c o q u g ati o n w a s

o b s e r v e d i n a n y o f th e s e c ell li n e s ･ As a r e s u lt , th e m e t ab oli s m of th e a d r e n al p r e c u r s o r s hi fte d t o a n d r o g e n f o rm ati o n i n

L N C a P . T h is c o u l d b e c o n 丘r m e d b y m e a n s of r e v e r s e tr a n s c rip ti o n
- P C R o f u ri d i n e d ip h o sp h o

-

gl u c ur o n o s y lt r a n s ft r a s e ( U G T)

2 B ･ K i n eti c p r o pe rti e s o f U G T a c ti v lty i n L N C a P r e v e al e d D H T t o b e a b e tte r s u b str a te th a n t e st o s
te r o n e f o r p r o st ati c U G T s ･

W h e n st e r oi d s w e r e d e pl e t e d , th e e x p r e s si o n of U G T 2 B i n L N C a P w a s sl g n ifi c a n tl y i n c r e a s e d ･ I n th e c as e o f r e d u c e d D H T

l e v el s i n ti s s u e
,
th e U G T a cti vity l n C r e aS e d t o c o n t ri b u t e t o th e eli m i n ati o n of D H T ･ It i s th o u g h t p o

s si b l e th a t th e i n a cti v ati o n

b y g l u c u r o n i d a ti o n o
f D H T i n a n d r o g e n

- d e p e n d e n t p r o s t ate c a n c e r c ell s is a cti v a te d i n th e p r e s e n c e of l o w D H T l e v els t o h elp

m ai n t ai n th e p h y si o
l o g l C al l e v el of D H T r e q u i r e d t o sti m u l ate g r o w th ･ I n c o n cl u si o n

,
O u r fi n d i n g s s h o w th at th e a d r e n al

p r e c u
r s o r p o o

l h a s th e p o te n ti al t o c o n tri b u t e t o th e r e g ul a ti o n o f p
r o s t ati c c a n c e r c ell s ･ M o r e o v e r , th e p r es e n c e o f U G T

a cti v iti e s i n L N C aP m ay h a v e a r e g ul at o ry e ff e c t o n th e a cti v e a n d r o g e n l e v el i n th e i n t r a c e11 u l a r e n v i r o n m e n t ･
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