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金沢大学十全医学会雑誌 第103 巻 第 4 号 73 1－74 2 く19 9 4う

機能性副腎皮質腫瘍ならび に非機能性副腎皮質腫瘍に おける

腫瘍内チ ト ク ロ ー

ム P －4 5 0 活性 に 関する研究

金沢大学医学部内科学第 二 幕座 く主任代理 二 馬淵 宏助教授つ

高 崎 秀 昭
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副腎に お い て ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 生合成を行 っ て い る の ほ ， 副腎皮質チ ト ク ロ ー

ム P －4 5 0 くc yt o c h r o m e P －4 5 0 ， P －4 5 01

を 中心 と した モ ノ オ キ シ ゲナ ー ゼ 系で ある ． 本研究は ， 副腎皮質の 機能性お よび 非機能性副腎腫瘍に お い て ，
こ れ ら P ぺ50 が

ス テ ロ イ ド合成に どの ように 関与 して い るか を 蛋白 レ ベ ル で検討す る こ と を 目的と した ． 腫瘍は い ずれ も手術に よ り摘出され

た 副腎腺腫組織 で あ り， そ の 電子伝達系諸要素は よ ウ シ 副腎皮質 ミ ト コ ン ドリ ア お よ び ブタ 精巣 ミ ク ロ ゾ ー ム か ら分離精製 さ

れ た標品を用 い た ． 水中で 基質 ス テ ロ イ ド， 電子伝達系諸要素お よ び ア ス コ ル ビ ン 酸 を含む反応系 を作成 し， 種 々 の 蛋白濃度

の 可 溶化 した 副腎ホ モ ジ ネ ー トを 添加 しイ ン キ エ
ペ －

シ ョ ソ した ． 反応に よ っ て 得られ た 生成物の ス テ ロ イ ド量 を計測 し各種

P－450 活性を 求め た ． そ の 結果 ， 原発性 ア ル ドス テ ロ ソ 症の 副腎腺鹿内 P － 4 50 活性で は ，
P－450 コ レ ス テ ロ

ー

ル 側鎖切断酵素

くsid e c h ai n cl e a v a g e ， S C C I 1 2 ．3 3 土4 ．01 n m oL プ レ グネ ノ ロ ンI m g 蛋白ノm i n ， P － 4 50 1 1 B 5 5 ．8 4 士3 ．7 0 n m ol コ ル チ コ ス テ ロ ソI

m g 蛋白ノm i n で あり対照群 6 ．5 0 士0 ．9 4 n m ol プ レ グ ネ ノ ロ ン J
l

m g 蛋白ノmi n ， 8 ．7 7 土1 ．1 1 n m ol コ ル チ コ ス テ ロ ソノm g 蛋白ノ

m i n と比較 して ，
ミ ト コ ン ドリ ア P－450 活性 の 有意の 上 昇を 認め ， 特 に P

－4 5 0 1 1 B 活性 の 上昇 が顕著で あ っ た ．
ク ッ シ ソ グ症

候群に お い て は l 副腎腺腫内 P－450 活 性 で は 特に ミ ク ロ ゾ
ー

ム P 一服O 1 7 庇 活性の 上 昇 が 認め られ ， 対 照群 0 ．粥6 士1 ．3 x

l O－3 n m ol 生成物ノm g 蛋白Jl m i n に 対 して 0 ．4 0 8 土0 ．03 n m ol 生成物ノm g 蛋白I mi n と著明な活性上昇を 示 した ． 非機能性副腎腺

應 に おい て は ， 各種 P－450 活性 とも測定可能であり統計的に 有意な活性 の 上 昇お よび 減少は 示 さ なか っ た ． 以上 の 結果よ り機

能性副腎腫瘍に お い て は ， 腺鹿 内ス テ ロ イ ド合成の 酵素活性 に ほ正 常副腎に 比 し異常 が認め られ ， 主 と して P一亜0 118 お よ び

P－450 1 7 a 活性 が病態発生 に 関与 して い る可 能性が示 唆 され た ． また ， 非機能性副腎腺腫に お い て も腺腫内ス テ ロ イ ド合成の

酵素活性 の 存在が確認 され ， そ の ス テ ロ イ ド合成能の 存在が示 唆 され た ．

K e y w o r d s ス テ ロ イ ド合成 ，
チ ト ク ロ

ー

ム P－45 0 ， 副腎皮質腫瘍

ス テ ロ イ ドホ ル モ ン は
， 副腎皮質 ， 精巣， 卵巣 ， 胎盤 な どの

塵生臓器 で コ レ ス テ ロ ー ル を基質 と して 生合成 され る ．
これ ら

の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン 生合成過程 で は チ ト ク ロ
ー

ム P－45 0

くc y t o c h r o m e P－45 0 ， P－45 01 が 重要 な 役割 を 果 た して い る ．

P－45 0 は鉄
－ プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ン を 補 欠分子 族と し ， 還元 型

C O 差ス ペ ク ト ル が 45 0 n m■に 極大吸収を 示す酸素添加酵素 で

あるが 副腎皮質に ほ 少なく と も 4 種 の 副腎皮質 チ ト ク ロ
ー

ム

P－婿0 が ある こ と が知 られ て い る
l－

． こ の う ち ミ ト コ ン ド
ー

リ ア 内

膜 に は P－450 コ レ ス テ ロ ー ル 側 鎖 切断酵素 くsid e c h ai n

Cl e a v a g e ， S C C l と P－450 1 1 B く11B 位お よ び18 ， 1 9位水酸化酵

素1 が ，
ミ ク ロ ゾ ー ム 膜に ほ ， P－45 0 C 2 1 く21 位 水 酸 化酵素コ，

P－450 1 7 戊く17 任 位水酸化お よび1 7
－

2 0 位側鎖切断酵素1 が局在

して い る
抑

． 副腎皮質ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 生合成 の 過程 で生

ずる代謝中間体 は l こ れ ら両 オ ル ガ ネ ラ 峡間を往復 しな が ら各

P－450 に よ っ て 特異的に 化学修飾を受け る ． こ の 為， 各酵素の

活性 の 強 さほ ホ ル モ ン の 塵生量 に 大きな影響を与 える と 考え ら

れる ．

1 98 3 年に M e u li ら
41
は ラ ッ トを 高 K

＋

食ある い ほ低 N a
＋

食で

飼育する と血 紫ア ル ドス テ ロ ン レ ベ ル が 上昇す る
51 こ と に 着 目

し
，
ラ ッ ト に K

＋

添加食を 与え る と球状層 ミ ト コ ン ドリ ア 中 に

分 子量49 ，0 0 0 の 蛋白質が 誘導 され る こ とを 見出し ， こ の もの が

ア ル ドス テ ロ ン 合成酵素で は な い か と 予想 した ． そ の 後の 研究

に よ っ て これ ほ ウ シ P－450 1 18 に 対する単 ク ロ
ー

ン 抗体 と免疫

交差性をも つ こ と が 明 らか に な っ た
61 1 8，

．

一 方 ，
ヒ ト に おい て ア

ル F
t

ス テ ロ ン 過剰状態を引き起 こ す代表的疾患の
一

つ で ある原

発性 ア ル ドス テ ロ ン 症患者の 摘出副腎腺踵を 用 い た 研究 で は18

位水酸化反応の 克進が ， こ れ ま で に も報告 され て お り
別lの

，
ア ル

ド ス テ ロ ン 合成 に こ れ ら ミ ト コ ン ド リ ア P ぺ50 が どの よ うに 関

与 して い るか が注 目され た ． そ こ で 筆者は ， 原発性 ア ル ドス テ

ロ ン 症患者の 摘出腺腫組織を 用 い て ミ ト コ ン ドリ ア P－45 0 を測

定 し正常組織な ら びに 原発性ア ル ド ス テ ロ ン 症に おけ る腺踵組

織の P－4 50 S C C お よ び P－4 5 0 11 B 活性に つ い て それ ぞれ 反応

回転数くt u r n o v e r n u m b e r ， T N l を求め 比較 し ， そ の 成績を 報告

した
111

．

こ れ ま で ミ ク ロ ゾ
ー ム P－450 活性に 関 して は ヒ ト に お い て

P－450 1 7 ぼ 活性 の み ほ ，
従来の 方法で ほ求め られ なか っ た が新

平成 6 年 6 月 9 日受付 ，
平成 6 年8 月 8 日受理

A b b r e vi atio n s こ D L P C ， dila u r oil p h o s p h atid yl c h oli n e ニ F p D ， N A D H
－

C y t O C h r o m e b 5 r e d u ct a s e ニ F p T ，

N A D P H － C y t O C h r o m e P － 45 0 r e d u ct a s e ニ H P L C ， hig h
－

p r e S S u r e liq uid c h r o m a t o g r a p h y ニ P
－4 50 ， C y t O C h r o m e P

－ 45 0 ニ

R T
，
r e t e n tio n ti m e ニ S C C ， Sid e c h ai n cle a v a g e ニ T N ， t u r n O V e r n u m b e r



7 32
商

た に 副腎鼠織よ り ミ ク ロ ゾ
ー ム 層を 抽出する こ と に よ り測定可

能 とな っ た 為 ，
こ れ ら副腎に おい て ス テ ロ イ ド合成 に 関与す

る

す べ て の P－4 5 0 が 測定可 能と な っ た ， そ こ で 本研究で ほ こ れ ま

で に 得 られ た知見 に 加 えて ， 原発性 ア ル ドス テ ロ ン 症な らび に

正 常副腎 に つ い て こ れ らミ ク ロ ゾ
ー

ム P －4 5 0 活性 を 含 む 各種

p－450 活性に つ い て 比較検討を行 っ
た ． また ， 同様に ク ッ シ ソ

グ 症候群 お よ び 非機能性副腎腺腫 に 関 し
て も そ れ ぞれ 各種

P－450 活性を 測定 し比較検討を行 っ た
．

対象お よび方法

工 ． 対 象

臨床症状 およ び 諸検査に よ り原発性
ア ル ドス テ ロ ソ 症 な ら び

に ク ッ シ ソ グ症候群 と診断 され ，
手術施行 に よ り摘出 され た 副

腎標本を用い た ． また 臨床所見上 は非境能性腫瘍な が ら手術施

行 が行われた副腎標本な らび に 対照 と して ，
鉱質 コ ル チ コ イ ド

ぉ よ び糖質 コ ル チ コ イ ドが正 常範囲内で 他の 内分泌異常 の 合併

が な い こ とが 確認 され た G r a w it z 腫瘍患者 の 摘出副腎 を用
い

得 られ た 副腎1 g に 対 して 2 ．4 m l の 3 0 m M
の リ ソ 酸 カ リ ウ ム

緩衝液くp H 7 ．41 に 浮置 し ， テ フ
ロ ン ホ モ ジ ナ イ ザ

ー で 粉 砕 し

た ．
タ ン パ ク 定量は ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 標 準 タ

ン パ ク 質 と

し， ピ ュ
ー レ ヅ ト 法 に よ っ て測定 した ． 次に 副腎 ホ モ ジネ

． ト

を 30 m M リ ソ 酸 カ リ ウ ム 緩衝液くp H 7 孔 O
Al m M ジ チ オ ス レイ

ト p ル く和光純薬工業 ，
大阪1 ． 0 －1 m M E D T A く花王 ア ト ラ ス ，

東京 い ％ コ ー ル 酸ナ トリ ウ ム 脚 光純薬う， 0 ．5 ％
ェ マ ル ゲ ン

91 3 く花王 ア ト ラ スうを 含む系 で 化 ， 1 時間に て可 溶化を行 っ

た ． こ の 際 P 胡 0 11月 活 性保護剤 と し て そ の 基 質
で あ る

1 0 p M の デ オ キ シ
コ ル チ コ ス テ ロ ン くSig m a l S t L o ui s ， U ．S － A l

を 添加 して 安定化を計 っ た ． ま た ジ チ オ ナ イ ト お よ び メ チ
ル バ

イ オラ ジ ュ ン 添加に て
一 酸化 炭素で通気 しそ の 吸光度 を求 め

p ， 4 5 0 の 変 性の 大きい 副腎例は対象か ら除外 した ． 測定 に 用 い

た 内訳ほ原発性 ア ル ドス テ ロ ソ 症 7 例 慣 性 3 軌 女性
4 臥

42 － 7 1 邪 ク ッ シ ソ グ症候群 3 例く男性1 札 女性 2 軌 38
－

5 4 利 ，
非扱能性副腎腺腫 3 例 く男性 2 軌 女性 1 例 ，

3 7
－ 5 8

邪 お よび 対照 8 例 く男性5 臥 女性 3 セ凱 3 3
－ 6 2 利 で あ っ

た ． な お ，
上 記副腎腫瘍点者 ほ い ずれ も末治療例であ り ， 摘出

され た 腫瘍径 は そ れ ぞ れ 原発性 ア
ル ド ス テ ロ ソ 症 例 で は

1 ．3 旬 1 ．8 c m ， ク ッ シ ソ グ症候群例 で ほ 2 ． ト 4 ．O c m
， 非故能性副

腎腺腰例で は 2 ．2
旬 3 ．2 c m で あ っ た ■

正 ． 電子供与系

N A D P H て ド レ ノ ドキ シ ソ 還元酵素 ，
ア ド レ ノ ドキ シ ソ ，

N A D H － チ ト ク ロ
ー ム b 5 還 元 酵 素 くN A D H－C yt O C h r o m e b 5

r e d u c t a s e ， F p D l， N A D P H
－ チ ト ク ロ

ー ム P－45 0 還 元 酵 素

くN A D P H －

C y t O Ch r o m e P
－4 5 0 r e d u c t a s e ， F p T l ， チ ト ク ロ

ー

ム

b 5 くb 51 な どの 電子供与系諸要素ほ ， S u h a r a ら
1 21 1 3 切 方法に 準 じ

て 精製 し下記の ご とく濃度を決定 した ．

1 ．
N A D P H 一 ア ド レ ノ ドキ シ ソ 還元酵素

ゥ シ 副腎皮質 ミ I コ ソ ド リ ア よ り調整 し ， 活性 は 室温 で

30 m M リ ソ 酸 カ リ ウ ム 緩衝溶液くp H 7 ．21 中に 2 p
M の ア ド レ ノ

ド キ シ ソ ，
5 0 FL M の N A D P H ， 2 0 p M の チ

ト ク ロ ム C

くSi g m al を 含む 0 ．5 m l の 系に触媒量の酵素標品を加
え

，
チ ト ク

ロ ム C の 還元 に よ る 550 n m の 吸光度増加の 初速度 く
A E 5 5 0

n m ニ 1 9 ．1 m M
－ 1
c m l を 求め ， 1 分 間に 1 JLr n Ol の チ ト ク

ロ ム

C を 還元す る酵素量を 1 単位 と した ．

2 ．
ア ド レ ノ ドキ シ ソ

ウ シ 副腎皮質よ り精製 し濃度は そ の 絶対吸収
ス ペ ク トル に よ

り 414 n m の モ ル 吸 光係数 くe41 4 n m
ニ 9 ■g 2 m M ．1 c m ，りを 用い て

決定 した ．

3 ． F p T

ブ タ 精巣 ミ ク
ー

ロ ゾ
ー

ム よ り精製 し ， 活性は 300 m M リ ソ 酸 カ

リ ウ ム 緩衝液くp H7 ．71 ， 5 0 FL M チ ト ク ロ ム C ， 5 0 FL M N A D P H を

含む 0 ．5 m l の 系 に 触媒量の 酵素標品を加え ，
N A D P H

－ ア ド レノ

ドキ シ ソ 還元酵素 と同様に して 求め た ．

4 ． F p D

ブ タ 精巣 ミ ク ロ ゾ
ー

ム か ら F p T を精 製す る際 の D E A E
－ セ

フ ァ セ ル 溶離両分よ り精製 し活性は室温で 100 m M リ
ソ 酸 カ リ

ウ ム緩衝液くp H 7 ．51 ， 1 m M フ ェ リ シ ア ン 酸 カ リ ウ ム ，
1 0 0 FL M

N A D H を 含む 0 ．5 m l の 反応系 に 触媒量の 酵素標品を加 え フ ェ

リ シ ア ン 酸 イ オ ン の 420 n m に お け る 吸光 度減少 初速度

くA e 4 2 0 n m ニ 1 ．0 2 m M
－ 1
c m－11 を 求め 1 分 間に 1 p m ol の フ ェ リ シ

ア ン 酸イ オ ン を 還元する酵素量 を 1 単位と した ．

5 ． b 5

ブ タ 精巣 ミ ク ロ ゾ
ー ム よ り精製 し， 濃度は 酸化還元差ス

ペ ク

b ル で A e 4 09
－ 42 9 n m ニ 1 85 m M r l c m T トを用 い て 求め た 一

皿 ． 副腎ホ モ ジネ
ー ト中の ト45 0 S C C 活性測定

tl a ， 2 a く叶
3
Hl コ レ ス テ ロ

ー ル くA m e r s h a m J B u c ki n g h a m r

s hir e
，
U K l を終濃度 120 JL M に 調整 し， ツ イ

ー

ン 2 0 伴 井化学薬

乱 京都うを加え 7 陀 で 5 分間イ ン キ エ
ペ ー シ ョ ソ し コ レ ス テ

ロ
ー ル を 溶解 させ た ． 室 温に て 冷却軋 水中で更 に 3 ．5 声M ア ド

レ ノ ドキ シ ソ ， 5 0 0 単位ハ ア ド レ ノ ドキ シ ソ 還 元酵素 ，
15 m M

ァ ス コ ル ビ ソ 酸 お よび 各蛋白濃度 の 副腎 ホ モ ジネ
ー ト

，
3 0 m M

リ ソ 酸 カ リ ウ ム 緩衝液くp H 7 ．41 を 加 え 37 C で 2 分間
プ レイ ン

キ ュ べ
－

シ ョ
ソ を 行 っ た ． 1 5 0JI M N A D P H くB o e h ri n g e r

M a n n h ei m
，
M a n n h ei m ， G e r m a n yl を 添 加 し 反 応 を 開始 し

37 C で1 5 分間反応を行い 1 ．6 m l の 停止 液くメ タ ノ
ー ル ニ ク ロ ロ

ホ ル ム ニ 1 二 1 I を 加 え 反応 を終結 した ■ 内 部 標準 と し て

t4一
一4

C l 7
P
レ グネ ノ ロ ン くA m e r s h a m l を加 えた 後 0 －5 m l の 蒸留水

に て水洗1 0 秒間涜神 の 軋 1 分間3 ，0 0 0 回転 で 遠 心 分離 し
た ．

有機溶媒層を分離 した 軋 蒸発乾固し少量の ク
ロ ロ ホ ル ム で 再

溶解 し， シ リ カ ゲ ル 薄層 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ プ レ

ー

ト く0 ■6 X 9 c m ，

G 2 5 U V ， M a c h e r e y－N a g el ， D u r e n ， G e r m a n yl に ス ポ ッ ト した ■

シ ク ロ ヘ キ サ ン こ酢酸 エ チ ル ニ 6 ニ 4 混合液で 展開後 ，
ヨ ウ素を

付着 させ て ス テ ロ イ ドを確認 した ■ 検出 した 生成物を プ レ
ー ト

か らき り取 り液体 シ ン チ レ
ー

シ ョ ン カ ウ ン タ
ー L S C－67 1 くア ロ

ヵ
， 東 尉 で プ レ グネ ノ ロ ン の 放射活性を計測 し

P－450 S C C を

求め た ．

N ． 副腎ホ モ ジ ネ
ー

ト中の P － 4 5 0 1 1ノダ活性測定

反応系ほ 30 m M リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩衝液くp H 7 ．41 を用
い て 全量

0 ．3 m l と し
，
50 n m ol の デオ キ シ コ ル チ

コ ス テ ロ ソ くSig m al と

3 n m ol の ア ド レ ノ ドキ シ ソ ，
0 ．2 単位の ア ド レ ノ ドキ シ ソ 還 元

酵素 ，
等 の 電 子 伝達系諸要素 を 旧 ． に 準 じて 加 え る ． P 胡 0

1 1 鋸ま不 安定な酵素である乱 先 に 1
00 n m oI N A D P H を 添加 し

反応系を作成 し ， 反応開始ほ ， 3 7 C で 2 分間プ
レイ ン キ ュ

べ －

シ ョ ン の 後 ，
各蛋白濃度の 副腎ホ モ ジ ネ

ー ト に て 行 っ た ． 反応

は
，
37 て で 3 分間行い 反応停止軋 反応系に 内部標準ス テ

ロ イ

ドと して ，
1 9 位 ノ ル テ ス ト ス テ ロ ソ 1 0 n m ol を 加え て か ら有機

溶媒層を分離した ． 溶媒 を N 2 気流下 ，
4 陀 以下 で蒸発

． 乾固

させ 1 0 0 ％ メ タ ノ
ー ル に 溶か し抽出 した ス テ ロ イ ドを高速液体

こ
．

丁

．仙．．Iし1
つ

．．．．．．．．一．．．．．．こ
．一．．L．11
．．
．．ト
．
．



こ
．

丁

．仙．．Iし1
つ

．．．．．．．．一．．．．．．こ
．一．．L．11
．．
．．ト
．
．

．
．．仙
．

．．

各種副腎皮質腫瘍に お ける チ ト ク ロ ー ム P－45 0 活性

ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー Eh ig h p r e s s u r e liqid c h r o m a t o g r a p h y ，

H P L C くC H E M C O S O R B 5－O D S
－ H d，2 －1 x 1 5 0 m m くケ ム コ ， 大

阪Il で 分離
■ 定量 した －

ス テ ロ イ ドの 溶離ほ 240 n m の 吸 収で

測定 し 50 ％ メ タ ノ
ー ル 溶媒 に て 流速 0 ．8 m lノ分 ，

カ ラ ム 温 度

45 て で 分離 した ． ま た
，
ス テ ロ イ ドの 定量は

，
H P L C プ ロ フ ァ

イ ル に おける既知量 の ス テ ロ イ ドの ピ
ー ク 面横と 生成物 の ピ

ー

ク面硬 の 比か ら求め ， 同時に 内部標準 ス テ ロ イ ドか ら回 収率を

計算 し， 生成物量 の 補正 を 行 っ た ．

V ． 副腎ホ モ ジネ
ー

ト中の f し4 5 0 C 2 1 活性測定

リ ン 脂 質 で あ る ジ ラ ウ ロ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン

くdila u r oil p h o s p h a tid yl c h oli n e ， D L P ClくSi g m al を含む 30 m M リ

ソ 酸カ リ ウム 緩衝液くp H 7 ．4I 中に 20 恥M の 17 段 位 水酸化 プ ロ

ゲ ス テ ロ ソ くM a k o r ．J e r u s al e m ，I s r a e11 を 添加後 ， 各蛋白濃度の

副腎ホ モ ジ ネ
ー ト を 加 え た ． 更 に 電子伝達系 と し て 0 ■3 m M

N A D P H
，
1 ．1 JI M チ ト ク ロ

ー ム b ，， 6 ．O x l O
3

単 位1 1F p T ，

4 ．8 x l O
5

単位ハF p D を添加 し反応系 を作成 し 37 C で 2 分間 プ

レ イ ン キ ュ
ベ ー

シ ョ ソ した 後 0 ．3 m M N A D P H に よ っ て 反応を

劫
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0 ．1

P r otei n くm gI

0 2

0
．
1 0 ．2 0 ．3

B

P rot ei nくm gl

F ig ． 1 ． E ff e c ts of v a rio u s c o n c e n t r a
，
ti o n s o f a d r e n al h o m 。－

g e n a te s o n th e a c ti vity of P－45 0 S C C i n th e r e c o n s tit u t e d
S y S t e m － A ． N o r m al a d r e n al tis s u e ． T h e a s s a y w a s

C a r ri ed o u t i n th e a b s e n c e く砂l o r p r e s e n c e くO l of 4 0 p M
Of p u rifi e d P

－4 5 0 S C C ． B ． A d r e n al t u m o r ． 0 ， C u sh i n g
J

s

S y n d r o m e i 魯 ， ald o s t e r o n e － P r O d u c i n g a d e n o m a ニ A ，
n o n

－f u n ctio n l n g a d r e n al t u m o r ． I n t hi s a s s a y ， C O n V e r Si o n
Of p r e g n e n ol o n e f r o m c h ol e s t e r oI w a s m e a s u r e d

，
a S P －4 5 0

S C C a e ti vity ．－E a c h，p Oi n t r e p r e s e n t s m e a n 士S ．E ． M ．

7 3 3

開始 した ． 3 7 て で30 分反応さ せ た後内部標準 と して1 9 位水 酸

化 ア ン ド ロ ス テ ン ジ オ ン くSig m aトを加え I ． Pこ準 じて 有機溶

層を分離後 ， 蒸発 ． 乾固させ た ． 1 0 0 ％ ア セ ト ニ ト リル に て溶

解 さ せ た 後 ，
H P L C 法 EC H E M C O S O R B 5 － O D S － H d，2 ．1 x

1 5 0 m m くケ ム コ H に て分離 ， 定量 した ． 測定条件は 32 ％ 液体 ク

ロ マ ト グラ フ ィ イ用 ア セ ト ニ ト リ ル く和光純薬1 を 溶 媒と し カ

ラ ム温度 40 て二， カ ラ ム 流速 0 ．2 m lノ分に て行 っ た ．

刊 ． 副腎組織 よ りの ミク ロ ゾ ー ム 層の分離 一 精製

副腎組織を氷上 に て 懸濁 L テ フ ロ ン ホ モ ジナ イザ ー で粉砕 し

た 後， R o m i n a 血 ら
封
の 方法に 準 じ， 超遠心 に て ミ ク ロ ゾ ー ム 層

を 分離 した ． 可 溶化 に は 前述同様
，
0 ．1 m M E D T A ， 0 ．1 m M ジチ

オ ス レ イ ト ー ル
，
1 ％ コ ー

ル 酸， 1 0 ％ ツ イ ー

ン 20 を用 い 1 時間

渡祥後 P－450 1 7 氏 清性測定に 用 い た ． また ， 蛋白定量 は ビ ュ
ー

レ ッ ト法 に よ っ て 行 っ た ．

W ． 副腎ミ ク ロ ゾ
ー

ム 中の P － 4 5 0 1 7 庇 活性測定

反応基質 に ほ 200jj M の プ ロ ゲ ス テ ロ ン くSig m al を 用 い た ．

添加する電子伝達系諸要素ほ ， ほ ぼ V ． に 準 じた が ， 副腎ホ モ

ジネ ー ト に 代わ りW ． に よ っ て 得 られ た 副腎 ミ ク ロ ゾ ー ム を 加

えた ． 3 7 て二
，
4 5 分間， 反応を行 い 内部標準ス テ ロ イ ドに は1 9位

ノ ル テ ス ト ス テ ロ ン を用い た ．
ス テ ロ イ ド抽出

，
H P L C 操作は

V
．
に 従い ， 溶媒に は 36 ％ 液体 ク ロ マ t グ ラ フ ィ 用 ア セ ト ニ ト

リ ル を用 い た ． カ ラ ム 温度は 40 こ ， カ ラ ム 流速 ほ 0 ．2 m lノ分 に て

分離を行 っ た ．
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くn ニニ 引 くn ニ 刀 くn ニ31 くn
ニ 3I

F ig － 2 ． P
T4 5 0 S C C a c ti vi ti e s i n t h e c o n tr ol a d r e n d ti s s u e

くc o n tr oり， ald o s t e r o n e － P r O d u ci n g a d e n o m a くA P Al ， C u s hi n g
，

s

S y n d r o m e くC Sl a n d n o n －f u n c ti o ni n g a d r e n al t u m o r くN Fl ．

P l o t s s h o w e n z y m e a c ti vity of P －4 5 0 S C C a n d e a c h b a r

i n d ic a t e s m ．e a n 土S ．E ． M ．
木
， P く0 ．OI v s ． c，

O n tr Olニ N S ．
，
n O t

Si g n ifi c a n t ．



73 4

軋 各種 ヒ ト副腎 P － 4 5 0 活性測定 に及ぼす反応時間， ならび

に 精製 チ トク ロ ー ム f し 45 8 の 影響

ヒ ト副腎 P－450 S C C ． P－45 0 1 1 B ， P
－4 5 0 C 2 1

， P －4 5 0 1 7 a 各種

活性測定に 際 し， 反応時間 に よ る P－450 の 活 性 の 影響 を み る

為 ， それ ぞれ ， ホ モ ジ ネ
ー

ト 蛋白 0 ．2 m g ， また P－450 1 7 a 活性

に 関 し て ほ ミ ク ロ ゾ ー ム 蛋白 0 ．3 m g に て 各反応時間 に お け る

生成 ス テ ロ イ ド量 を比較検討 した ． また
1
各種 P －4 5 0 活性測定

に
，
そ れ ぞれ の 電 子伝達系諸要素が 不足 な く添加 されて い るか

を確認す る た め に ， 更に 既 存の 精製 P －4 5 0
1 紺 1

を P
－4 5 0 S C C

4 0 FLM ， P－45 0 1 1i3 2 0 FLM ． P－45 0 C 21 8 p M ， P －4 5 0 1 7 a 2 0 FL M ． と

一 定濃度加え ， m ．

，
N ．

，
V
り
軋 に 準 じて 反応を 行 っ た ．

H ． 統計学的検討

測定値ほす べ て 平均債 士標準誤差で示 した ． 各疾患群 と対照

群 の 統計学検定 ほ ，
S t u d e n t の 卜 検定 に よ り 行 い

，
P く0 ．0 5

を有意差有 りと判定 した ．
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F ig ． 3 ． E ff e c t s of v a ri o u s c o n c e n tr a ti o n s of a d r e n a l h o m o －

g e n a t e s o n th e a c ti v．it y of P－45 0 1 1 B i n th e r e c o n s tit u t e d
S y S t e m － A － N o r m al a．d r e n al tis s u e ． T h e a s s a y w a s
C a r ri e d o u t i n t h e a b s e n c e く砂l o r p r e s e n c e く0 l of 2 0 J IM

Of p u rifi e d P
－ 4 5 0 1 1 B ． B ． A d r e n al t u m o r ． 0 ， C u s hi n g

J

s

S y n d r o m e ニ 魯， ald o s t e r o n e － p r O d u ci n g a d e n o m a こ A ，

n o n イu n c ti o n in g a d r e n al t u m o r ． I n th is a s s a y ， C O n V e r Si o n

Of c o r ti c o s t e r o n e f r o m d e o x y c o r tic o s t e r o n e w a s r n e a s u r e d ，

a s P － 4 5 0 1 1 P a cti vi ty ． E a c h p oi n t r e p r e s e n ts m e a n 士
S ． E ． M ．

成 績

I ． 副腎ホ モ ジネ p ト中の P － 4 5 0 S C C 活性

1 ． 対照群 くn ニ 即

本反応 に お け る生成物 げ レ グ ネ ノ ロ ンう の Rf 値 は 0 ．46 で

あり
， 内部標準よ り求 めた 回 収率ほ平均 錮 ．3 士6 ．6 ％ で あっ た ．

また ， 本反 応ほ ホ モ ジ ネ ー ト蛋白 0 ■3 m g ま で 蛋白濃度依存性を

も っ て増加反応を 示 し く図 1 A l ， そ の 傾 き よ り 求め た T N は

6 ．5 0 士0 ．9 4 n m ol プ レ グネ ノ ロ ンノm g 蛋白ノm i n で あ っ た ．

2 ． 腺腫群くn ニ 1 3う

本反応 に お い て も各腺腫群に お い て ホ モ ジネ ー

ト蛋白 に 蛋白

濃度依存性をも っ て増 加反応を示 しく固1 別 ， そ の T N ほ それ

ぞれ 原発性 ア ル ド ス テ ロ ン 症 腺 腫群 くn こ 7う で 12 ．3 3 士4 ．Ol

n m ol プ レ グ ネ ノ ロ ンノm g 蛋白ノm i n ， ク ッ シ ソ グ症候群腺腫群

くn
ニ 31 で 8 －8 0 士0 －4 0 n m ol プ レ グ ネ ノ ロ ンノm g 蛋白ノm i n ， 非機

能性副腎腺踵群くn ニ 3ユ で 5 ■9 3 士1 朋 n m ol プ レ グ ネ ノ ロ ンノ
m g 蛋白ノm i n で あ り， 原発性 ア ル ドス テ ロ ン 症腺腫群で は

， 対

照 群と 比較 して P－45 0 S C C は 克 進 し て い る 傾向 に あ っ た

げ く0 ．0 りく園2 I ． 腺腫 群で の 平均 回収率ほ 91 ．4 士4 ．4 ％ であ っ

た ．

丑 ． 副腎ホ モ ジネ ー

ト中の P － 4 5 0 1 1 月活性

1 ． 対照群 くn ニ 引

本反応 に お け る基質くデ オ キ シ コ ル チ コ ス テ ロ ソ1 お よ び予
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くc o n t r oll ， al d o st e r o n e － p r O d u ci n g a d e n o m a くA P Al ， C u s hi n g
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s
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各種副腎皮質腫瘍に お ける チ ト ク ロ ー ム P一鵡0 活性

想され る生成物 で あ る
コ ル チ コ ス テ ロ ン

，
1 8 水酸化 コ ル チ コ ス

テ ロ ソ ， 1 8 水酸化デオ キ シ コ ル チ コ ス テ ロ ン ，
ア ル ド ス テ ロ

ソ
，
な らび に 内部標準 ス テ ロ イ ドく1 9 位 ノ ル テ ス ト ス テ ロ ソコの

各ス テ ロ イ ドの 保存時間くr e t e n
tio n ti m e ， R T I は そ れ ぞれ60

飢 30 飢 14 分 ，
2 5 分 ，
1 2 分， 4 5 分 で あり ， 内部標準ス テ ロ イ

ドの 回収よ り求め た 回収率は 87 ．6 土6 ．2 ％ で あ っ た ■ 3 分 間の

イ ソ キ ュ
ベ ー シ ョ ン に おい て は ， 生成物 は コ ル チ コ ス テ ロ ン お

よび18 水酸化デ オ キ シ コ ル チ コ ス テ ロ ン の み で あ り コ ル チ コ ス

テ ロ ソ よ り18 水酸化 コ ル チ コ ス テ ロ ン ， ア ル ドス テ ロ ン へ の 反

応の 進行 に 相当す る生成物の 産生は認 め られ な か っ た ． 本反応

に おい て は t
P－45 0 1 1 8 活 性 を コ ル チ コ ス テ ロ ン の 生成量を

も っ て T N と した ． ま た I 本反応に お い ても ホ モ ジネ ー ト蛋白

0 ．3 m g ま で 濃度依存性をも っ て増加反応を 示 しく囲 3 A I ， そ の

0 ．1 0 2 0 8

P r ot ei n くm gl

Fi g ． 5 ． E ff e c t s of v a ri o u s c o n c e n tr a ti o n s of ad r e n al h o m o－
g e n a t e s o n th e a c ti vit y of P

－4 5 0 C 2 1 i n th e r e c o n stit u t ed

S y S t e m ． A ． N o r m al a d r e n al tis s u e ． T h e a s s a y w a s

C a r ri e d o u t i n th e a b s e n c e く命l o r p r e s e n c e く0 l of 8 p M
Of p u rifi e d P－45 0 C 21 ． B ． A d r e n al t u m o r ． 0 ， C u s hi n g

，

s

S y n d r o m e三 魯， ald o s t e r o n e － P r O d u c i n g a d e n o m a II A ，
n o n

．f u n c tio n i n g a d r e n al t u m o r ． I n t hi s a s s a y ， C O n V e r Si o n

Of l トd e o x y c o r tis ol f r o m 1 7 a
－h y d r o x y p r o g e st e r o n e w a s

m e a s u r e d
，
a S P－45 0 C 2 1 a c ti v ity ． E a c h p oin t r e p r e s e n t s

m e a n 士S ．E ． M ．
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T N ほ 8 ．7 7 士1 ．1 1 n m ol コ ル チ コ ス テ ロ ン J
l
m g 蛋白I m i n であ っ

た ．

2 ． 腺塵群 くn ニ 1 3 1

各腺鷹群に お い て生成物 は ， コ ル チ コ ス テ ロ ン お よ び18 水酸

化 デ オ キ シ コ ル チ コ ス テ ロ ン で あ り ， そ の 回 収 率 は 88 ．4 土

6 ．5 ％ で あ っ た ． また
， 各群ともホ モ ジネ ー ト蛋白に 濃度依存性

をも っ て増加 しく図 3 1ヨ1 ， そ の T N は それ ぞれ 原発性 ア ル ド ス

テ ロ ン 症腺腫群 くn ニ 7う55 ．84 士3 てO n m ol コ ル チ コ ス テ ロ ンノ

m g 蛋 白I r n i n ， ク ッ シ ソ グ 症供群腺腫群 くn ニ 31 1 1 ．8 0 士5 ．2 9

n m ol コ ル チ コ ス テ ロ ンノm g 蛋 白ノm れ 非機能性副腎腺腫群

くn ニ 31 4 ．2 7 土1 ．41 n m ol コ ル チ コ ス テ ロ ンI m g 蛋 白ノmi n で あ

り
， 対照群 と 比 して 特に 原発性 7 ル ド ス テ ロ ン 症腺 塵群 の

P －4 5 0 11 8 活性 の 著明な上 昇を認 め くP く0 ．0 0 り 約 6 ．3 7 倍の 活

性 を得た く図4 I ．

H ． 副腎ホモ ジネ ー

ト中の P － 4 5 0 C 2 1 活性

1 ． 対照群くn 二 7I

本反応に おけ る基質 く17 位水酸化 プ ロ ゲ ス テ ロ ン1 お よ び 予

測 され る生成物 である デ オキ シ コ ル チ ゾ ー

ル
，
コ ル チ ゾ ー ル

，

ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン な らび に 内部標準 ス テ ロ イ ド く1 9 位 水酸

化 ア ン ド ロ ス テ ン1 の 各 ス テ ロ イ ドの R T は そ れ ぞれ62 分 ，
2 1

分， 5 3 分， 9 分 ，
1 0 分で あり ， 回 収率は 87 ．6 士6 ．2 ％ であ っ た ．

こ の う ち反応生成物は21 位 水酸化反応 に よ る デ オ キ シ コ ル チ

ゾ丁 ル の み で あり 17 a 位水酸化反応に よ る ア ン ド ロ ス テ ン ジ

オ ン の 検出ほ本再構成系でほ 行い 得 なか っ た ． 本反応 に お い て

も21 位水酸化反応ほ ，
ホ モ ジ ネ ー ト 蛋白濃度依存性 に 増加 し

く図 5 A l ， T N は 0 ，6 7 土0 ．1 2 n m ol デ オ キ シ コ ル チ ゾ
ー

ルI m g 蛋
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くn ニこ 刀 くn ニ 句 くn ここ3I くn ニ 31

F ig ． 6 ． P
－4 5 0 C 2 1 a c ti v iti e s i n th e c o n tr ol a d r e n al ti s s u e

くC D n tr Oll ， ald o s t e r o n e －P r O d u ci n g a d e n o m a くA P A l ， C u s hi n g
，

s

s y n d r o m e くCSl a n d n o n－f u n c ti o ni n g a d r e n al t u m o r くN FI ．

P l o t s sh o w e n z y m e a c ti vity of P－45 0 C 21 a n d e a c h b a r

i n d i c at e s m e a n 土S ．E ． M ． N S ．
，
n O tL sig n ifi c a n t ．



7 3 6 局

白ノm i n で あ っ た ．

2 ． 腺腫群くn こ 1 21

い ずれ の 腺塵群に お い て も反応活性は21 位水酸化反応の み で

あり ， ア ン ド ロ ス テ ン ジ オ ン の 生成ほ認 め待な か っ た ， 腺踵群

の 回収率は 86 ．4 士8 ．2 ％ で あ っ た ． 各群とも ホ モ ジネ ー

ト 蛋 白

濃度依存性の P － 45 0 C 21 活性を認め く図5 別 ，
P － 婿O C 2 1 反応

に お け る T N は そ れ ぞれ ， 原発性 ア ル ドス テ ロ ン 症腺 踵群

くn ニ 即 0 ．8 6 土0 ．1 1 ， ク ッ シ ソ グ症候群腺腫群くn ニ 31 1 ．0 0 土0 ，1 2 ，

非 機能性副腎腺腰群くn ニ 31 0 ．3 2 土0 ．1 0 n m ol デ オ キ シ コ ル チ

ゾ ー ルノm g 蛋 白ノm i n で あり い ずれ の 群も対照群 と比較 して 有

意 な増加， ま た は減少 を認め なか っ た く図61 ．

阿 ． 副腎ミ ク ロ ゾ ー ム 中の P － 4 5 0 1 7 針 活性
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0 ．1 0 2 0 －3

Micr os o m al p rot ein くm gl

0 ．1 0 2 0 ．3

M i c r o s o r n al p
r otei n くm gI

F ig ． 7 ． E ff e c t s o f v a ri o u s c o n c e n tr ati o n s of a d r e n al m i c r o
－

S O m e S O n th e a c ti vi t y of P
－4 5 0 1 7 a i n t h e r e c o n s tit u t e d

S y S t e m ． A ． N o r m al a d r e n al tis s u e ． T h e a s s a y w a s

c a
．
r ri e d o u t i n th e a b s e n c e くe I o r p r e s e n c e くO I of 2 0 JLM

of p u rifi e d P
－4 5 0 1 7 a ． B ． A d r e n al t u m o r ． 0 ， C u s h in g

，

s

S y n d r o m e ニ 砂， ald o s t e r o n e － p r O d u c in g a d e n o m a I ム ，

n o n
－f u n c ti o n i n g a d r e n al t u m o r ． I n th is a．

s s a y ， C O n V e r Si o n

Of 1 7 a － h yd r o x y p r o g e s te r o n e a n d l トd e o x y c o rti s ol f r o m

P r O g e St e r O n e W a S m e a S u r e d
，
a S P －4 5 0 1 7 a a c ti vi ty ．

P r o d u c t c o n si st s of 1 7 a
－h y d r o x y p r o g e st e r o n e a n d l l

－

d e o x y c o r ti s ol ． E a c h p oi n t r e p r e s e n t s m e a n 士S ． E ．M ．

1 ． 対照群 くn ニ 引

本反応に お け る基質くプ ロ ゲ ス テ ロ ン1 お よ び 予想 され る 生

成物 で あ る 17 庇 水酸化 プ ロ ゲ ス テ ロ ン ， ア ン ド ロ ス テ ン ジオ

ン
， デオ キ シ コ ル チ ゾ

ー ル
， デ オ キ シ コ ル チ コ ス テ ロ ン およ び

内部標準 で あ る19 位 ノ ル テ ス ト ス テ ロ ン の R T はそ れ ぞれ11 6

分， 3 6 分 ，
3 2 分 ，
1 3 分 ，
2 9 分， 2 4 分で あ っ た ． 本反応に おける

生成物は プ ロ ゲ ス テ ロ ン よ りの 1 7 戊 位水 酸化反応 に よ る 17 庄

水酸化 プ ロ ゲ ス テ ロ ン お よ び そ の 後 に21 位 に 水酸化 され る デオ

キ シ コ ル チ ゾ
ー

ル な らび に プ ロ ゲ ス テ ロ ン よ り直接21 位水酸化

され るデ オ キ シ コ ル チ コ ス テ ロ ン の み で あり ， 1 7 任 水 酸化 プ ロ

ゲ ス テ ロ ン よ り の C1 7 C 2 0 側鎖 切断反応 で ある ア ン ド ロ ス テ ン

ジ オ ン の 生成ほ ， 認 め られ な か っ た ． したが っ て ， P 一亜0 1 7 a の

活性 に は ，
1 7 戊 水 酸化 プ ロ ゲ ス テ ロ ン お よ び デ オ キ シ コ ル チ

ゾ
ー ル の 産生量 の 総和をも っ て そ の 活性 と した ． 本反応に おけ

る 回収率 は 拍 ．4 土3 ．3 で あり T N は
，
0 ．0 5 6 士1 ．3 x l O－3 n m ol 生

成物ノm g 蛋白ノmi n で あ っ た く図 7 A ， ．

2 ． 腺魔界 くn こ 1 り

い ずれ の 17 庄 水酸化反応も生成物は 17 丑 水酸化 プ ロ ゲ ス テ

ロ ン の み で あり ア ン ド ロ ス テ ン ジ オ ン の 生成は 認め られ なか っ

た ． 本反 応に おけ る回 収率は平均 82 ．4 士4 ．6 ％ で あり ， T N ほそ

れ ぞれ 原発性 ア ン ドス テ ロ ン 症 くn こ 5I で 0 月61 土4 ．2 x l O－3
，

ク ッ シ ン グ 症候群くn ここ 3ン で 0 ．4 0 8 土0 ．0 3
， 非機 能性副腎腺應

くn こ 31 で 0 ．0 7 4 士0 ．0 4 8 n m ol 生成物Jl m g 蛋白ノmi n で あ っ たく図

7 別 ．
こ の 結果か らほ

， 対照群 と比 して特 に ク ッ シ ソ グ症候群
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C o ntr oI A P A C S N F

くn ニ 引 くn ニ 句 くn ニ司 くn
ニ 3I

F i g ． 8 ． P
－ 45 0 1 7 a a c ti vi ti e s i n th e c o n tr ol a d r e n al ti s s u e

くc o n tr o11 ， ald o s t e r o n e － p r O d u ci n g a d e n o m a くA P Al， C u s hi n g
．

s

s y n d r o m e くC Sl a n d n o n －f u n c ti o ni n g a d r e n al t u m o r くN Fl －

P r o d u c t c o n sis t s of 1 7 a －h y d r o x y p r o g e s t e r o n e a n d ll
－

d e o x y c o r tis ol ． P lo t s s h o w e n z y m e a c ti vi t y of P－450 1 7 a

a n d e a c h b a r i n d i c a t e s m e a n 士S ．E ． M ． 事
， P く0 ．0 01

v s f

c o n tr olこ 榊 ， p く0 ．1 v s ． c o n t r o lニ N S ．
，
n Ot Sig nifi c a n t ．



各種副腎皮質腫瘍に おけ る チ ト ク ロ ー ム P－4 聞 活性

に お い て P－亜0 1 7 ぼ 活性 の 著 明 な 上 昇を 認 め くP く0 ．00 11 約

7 ．2 9 倍の 活性を 待た く図 81 ．

V ． 各種ヒ ト副腎 P
－ 4 5 0 活性測定に及 ぼす精製チトク ロ

ー

ム

P －4 5 0 の効 果

本反応 に 用い た 各蛋白濃度内 で は ， 各 P－450 活性と も添加さ

れ た精製 P
－4 5 0 に 対 して P －4 5 0 S C C で ほ

，
プ レ グネ ノ ロ ン で

17 ．O n m o V mi nノn m oI P －4 5 0 ， P－450 1 1 B で は ，
コ ル チ コ ス テ ロ ン

で 11 ．2 n m olノm i n J
l
n m oI P － 45 0

，
P－45 0 C 21 で は ， デ オ キ シ コ ル

チ ゾ
ー ル で 13 ．4 n m o V m i nノn m oI P－45 0 ， P－45 0 1 7 a で は 1 7 a 水

酸化プ ロ ゲ ス テ ロ ン お よ び デ オ キ シ コ ル チ ゾ
ー ル で 1 ．8 n m olノ

mi nノn m oI P－45 0 ， の 活性上昇 を認め く図1 A ， 3 A ， 5 A ， 7 Al ， 本反

応系に お ける電子 伝達系諸要素が 充分量添加 さ れ て い る こ と

が
，
確認さ れ た ．

5 1 0 15 劫 お 謂

I n cu b ati o n tim eくm i巾

F ig ． 9 ． E ff e c t s of i n c u b a ti o n p e ri o d s o n PM4 5 0 S C C a c ti vi ty
i n th e a d r e n al h o m o g e n a t e s く0 ．2 m g p r o t ei止 C h ol e s t e r oI

W a S C O n V e rt e d t o p r e g n e n ol o n e ． E a c h p oi n t r e p r e s e n t s

m e a n 士S －E ． M ． 0 ， C u sh i n g
，

s s y n d r o r
ヮ
e ニ 砂， ald o st e r o n e －

p r o d u cin g a d e n o m a ニ A ， n O n－f u n c ti o n ln g a d r e n al t u m o r こ

口， C O n tr Ol a d r e n al ti s s u e ．

君
臣
じ

ご
U

コ
で
O
J

d

l n c u b ati o n ti m e くm 呵

F ig ．1 0 － E ff e c t s of i n c u b ati o n p e ri o d s o n PT 4 5 0 1 1 B a c ti vi ty
i n th e a d r e n al h o m o g e n a t e s く0 ．2 m g p r ot eir ll ． d e o x y c o r tト
C O S t e r O n e W a S C O n V e r te d t o c o r ti c o st e r o n e ， a n d 1 8－h yd r o x y－
C O r tic o s t e r o n e ． E a c h s olid li n e i n di c a t e s p r o d u c t of

C O r tic o s t e r o n e a n d d o tt e d li n e i n d i c at e s pr o d u c t of

1 8－h yd r o x y c o r ti c o s t e r o n e ． E a c h p o in t r e p r e s e n t s m e a n 士
S －E t M ． 0 ， C u s h in g

，

s s y n d r o m e ニ 砂， ald o st e r o n e － P r O d u c in g
ad e n o m a 三 A ， n O n－f u n c ti o n i n g a d r e n al t u m o r i 口 ， C O n tr Ol
a
，
d r e n al tis s u e ．
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刊
． 各種 ヒ ト副腎 P － 4 5 0 活性測定に及ぼす反応時間の検討

対照群くn ニ 31 ， 原発性ア ル ド ス テ ロ ン 症群くn ニ 3ユ
，
ク ッ シ ソ

グ症候群くn ニ 31 ， 非機能性副腎腺腫群くn ニ 3うに おい て 各群とも

P －4 5 0 S C C 反応では ， イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ
ン 時間30 分間まで ほ ぼ

直線的に 時間依存性 に 増加反応を 示 した く図9 う． P －4 5 0 1 18 反

応で ほ ， 各群 とも約 5 分間は ， ほ ぼ 直線的に 時間依存性 をも っ

て 増加反応を示 したが ，
5 分以後ほ ， そ の 増加反応は ， 減衰優

向を示 し18 水酸化 コ ル チ コ ス テ ロ ン の 生成 を 認め ，
イ ン キ ュ

ベ ー

シ ョ ン 時間ととも に そ の 生成量 ほ
， 増加 して い る傾向が

あ っ た ． 反応様式ほ ， 各群とも違い は認め られず
，
原発性 ア ル

ド ス テ ロ ン 症群 に お い て も コ ル チ コ ス テ ロ ソ お よ び18 水酸化 コ

ル チ コ ス テ ロ ン の 産生上 昇を認 めた が ， ア ル ドス テ ロ ソ の 生成

1 0 刀 刃

In c u b ati o n tim e くm 叫

朝 雲氾 8コ

F ig ．1 1 ． E王f e c ts of i n c u b ati o n p e ri o d s o n P
－4 5 0 C 2 1 a cti v ity

i n th e a d r e n al h o m o g e n a t e s く0 ．2 m g p r o t ei nl ． 1 7 a － h y d r o－
X y P r O g e S te r O n e W a S C O n V e r t e d t o l トd e o x y c o rti s ol ． E a c h

P Oi n t r e p r e s e n ts m e a n 土S ．E ■ M ． 0 ， C u sh i n g
J

s s y n d r o甲
e ニ

砂， ald o s te r o n e － P r O d u c i n g a d e n o m a ニ ム ， n O n－f u n c tio n l n g
a d r e n al t u m o r i Ej ， C O n t r Ol a d r e n al tis s u e ，

如 40 00

ln c u b ati Q n t血 8 くm i nI

F ig ．1 2 ． E ff e ct s of i n c u b a ti o n p e ri o d s o n P
－ 45 0 1 7 cr a c ti vity

i n th e a d r e n al m i c r o s o m e s く0 ．3 m g p r o t ei nl ． P r o g e st e r o n e

W a S C O n V e r t ed t o 1 7 a－h y d r o x y p r o g e st e r o n e a n d l l
－d e o x y

－

c o rtis ol ． P r o d u ct c o n si st s of 1 7 a－h y d r o x y pr o g e s t e r o n e a n d

l l － d e o x y c o r tis ol ． E a c h p oi n t r e p r e s e n ts m e a n 士S ．E ． M ．

0 ， C u s hi n g
，

s s y n d r o m e ニ 砂， ald o s t e r o n e－P r O d u ci n g
ad e n o m a ニ ム ， n O n －f u n c ti o ni n g a d r e n al t u m or H ユ c o n tr ol

ad r e n al ti s s u e ．



7 38 南

は
， 認 め な か っ た く図1 0I ． ま た ，

P －4 5 0 C 21 お よ び P－45 0

1 7 凸 反応 に お い て は ，
各群 とも約60 分 間は ， ほ ぼ直線的 に 増加

反応を 示すも の の 17 ぼ 水 酸化 プ ロ ゲ ス テ ロ ン に 続く ア ン ド
ロ

ス テ ン ジ オ ン の 生成は 認め られ な か っ た く図11 ， 1 2I ．

考 察

195 8 年， K li n g e n b e r g
15
けこよ っ て肝 ミ ク ロ ゾ

M

ム 分画に
一 酸化

炭素を結合 させ る と 450 n m に 吸収極大を示 す色素が発見 され ，

1 96 2 年 ，
O m u r a ら

16

りこよ っ て 名付け られ た こ の ヘ ム 蛋 白質くチ

l ク ロ ー ム P－45 0うほ ，
そ の 後 ，

ス テ ロ イ ドホ ル モ ン 生合成を は

じめ
，
コ レ ス テ ロ

ー ル 代謝， ビタ ミ ソ D 代謝 ，
ア ラ キ ド ン 酸代

謝な どの 様 々 な水酸化反応に 関与 して い る こ とが 明 らか に され

た
恥 －91

． また ， そ の 臓 器 分布も肝 ， 副腎を ほ じめ卵巣 ， 胎盤 ， 皐

丸， 腎 ， 小腸粘膜 ， 皮膚 ，
肺な ど多 く の 臓器に 広く分布 して お

り
，
そ の 機能的重要性 を うか が わ せ た ． こ と に 副腎 お よ び肝で

は含量が多く ， 副腎皮質 ミ ク ロ ゾ ー ム 内の P － 4 5 0 含量 は蛋白質

相当で約 1 n m o lノ皿 g で あり肝臓 ミ ク ロ ゾ
ー

ム の P － 4 5 0 含 量 と

比較 して 同程度量 で ある もの の 他の 臓器 と比較す る と著 明 な含

量を有 して お り ，
さ らに 副腎皮質の ミ ト コ ン ドリ ア で は ミ ク ロ

ゾ
ー ム を大きく越え る濃度 で存在 し ， 肝臓の ミ l コ ソ ドリ ア で

の P
－4 5 0 を も大きく上 回 る こ とも知られ る ように な っ た

抑
．
こ

の ように ， 副腎皮質 に お ける P －4 5 0 の 役割が 明らか に され るに

つ れ ， そ の 反応様式も次第に 明らか に され る よう に な っ た ．
つ

ま り
， 副腎皮質 の 細胞 の ミ ト コ ン ドリ ア と ミ ク ロ ゾ

ー ム に は 2

つ の 異な る 塾の P －4 5 0 電子 伝達糸が局在 し ミ ト コ ン ドリ ア の 電

子伝達系 は ，
N A D P H を 電子供与体 と し フ ラ ビ ン 蛋 白質 の

N A D P HT ア ド レ ノ ドキ シ ソ 還元酵素 ， 鉄イ オ ン 蛋白質 であるア

ド レ ノ ドキ シ ソ と種 々 の P t4 5 0 よ り構成 され ，

一

方 ，
ミ ク ロ

ゾ
ー ム の 電子伝達系ほ N A D P H ま た は N A D H を電子供与体 と

し
，
P － 45 0 還元酵素 と P－450 よ り構成 され る ．

これ に よ っ て ス

テ ロ イ ドホ ル モ ン の 生合成の 代謝過程 で 副腎皮質 に 取 り込 まれ

た コ レ ス テ ロ ー ル は ミ ト コ ン ドリ ア 内で 側鎖切断 を受 け た の

ち
，
南ア ル ガネ ラ 膜の 間を往復 しな が ら化学修飾を受け特定 の

化学構造をも つ ホ ル モ ン 分子 とな っ て 血液中に 分泌 され る ．
こ

の よ うに オ ル ガネ ラ 膜に 局在 して い るそれ ぞれ 基質特異性をも

つ 各種 P －4 5 0 は ス テ ロ イ ド生合成の 代謝経路 で 重要な役割を果

た しそ の 活性 の 増減は 1
各種 ス テ ロ イ ド産生 に 大きな影響を及

ぼす こ とが 推定 され た ．

さ らに 今 日 で は各種 P －4 5 0 の 精製もな され
l 附

，
各動 物種 に

よ る副腎 P －4 5 0 の ス テ ロ イ ド代謝括性も測定 され る よう に な っ

た
2り

． こ の た め
，
ヒ 一 に おけ る種 々 の ス テ ロ イ ド産 生異常症 に

つ い て こ の 副腎 P － 4 5 0 の 解析が期待 され た ． 1 9 7 7 年 ， 小泉
221

は
，
リ ポイ ド副腎過形成 の 症例に お い て剖検に て 得 られ た副腎

中の P－45 0 S C C を解析 し ， そ れ ま で こ れ らの 症例 が 20 a
一水 酸

化酵素が欠損 し て い る と の 報告
制
に 対 して そ の 本 体 が P－450

S C C 欠損 に ある こ と を明 らか に した ．

こ れ ま で に も副腎 に お い て ， 原発性ア ル ドス テ ロ ソ 症 ，
ク ッ

シ ン グ症候群 ， 非機能性副腎腺腫な どの 各種副腎腺腫に お い て

は培養組織 で の 解析が な され てお り ， なか で も小島
24，
は ， 手術

に て摘出され た副腎組織を阻織培養 し ， そ の ス テ ロ イ ド生成能

を報告 した ． そ の なか で 小島ら は ， こ れ ら副腎腺腫 に お い て

は
， 腫瘍観織内に おけ る ス テ ロ イ ド合成に 関与す る酵素系に活

性異常がある と推論 した ． 今回 ， 著者が待 た成績で は こ の 酵素

の 活性異常に は ． 原発性ア ル ドス テ ロ ソ 症 で ほ P－450 1 1 8 が ，

ク ッ シ ソ グ症候群 で は P－450 1 7 戊 が ，
ま た

， 非磯能性副腎腺塵

で は P－450 S C C を 除く諸酵素 が関与 して い る こ と が 明 らか に

な っ た ．

本実験系に お い て は ， 電子 伝達系に N A D P H を用 い て い る ．

チ ト ク ロ
ー ム P－45 0 へ の 電子伝達の 際 ， 発生す る ス

ー

パ
ー

オ キ

シ ドア ニ オ ン く0 2二I は実験系 に エ ビ ネ フ リ ソ が存在 した場合，

こ れ を ア ド レ ノ ク ロ ム に 変 え ， ア ド レ ノ ク ロ ム は ， N A D P H か

らの 電子 の 供給を脱共役 し， こ の 過程で 更に 0 2
－

が 生ずる ． こ

の 結果， P－450 活性 ほ阻害 され るが ，
こ の 阻害は 0 2－の ス カ ベ

ン ジ ャ
ー

で ある ア ス コ ル ビ ソ 酸 を共存 させ る こ と に よ り効果的

に 解消され る
211

． こ の 為 ， 本実験系に お い て ほ ，
血 液 お よ び 副

腎髄質の 影響を完全に 除外す る為， 諸電子伝達系以外に ，
ア ス

コ ル ビ ソ 酸 1 5 m M を加 え た ． また 活性測定 に 際 して は 既存の

40 FLM の 精製 P
－4 5 0 S C C

，
2 0J IM の P

－4 5 0 1 1 P ， 8 JL M の P－450

C 21
，
2 恥M の P － 4 5 0 1 7 戊 を加え ， 本系に おけ る電子伝達系諸要

素お よび ア ス コ ル ビ ン 酸 の 効果 に つ き充分な飽和畳 に て 計測 し

得 たか を 確認
．
した ． そ の 結果 ， 各反応と も P －4 5 0 S C C で は プ レ

グネ ノ ロ ン で 17 ，O n m o V m i n J
l
n m oI P －4 5 0

，
P－45 0 1 1 B では コ ル

チ コ ス テ ロ ソ で 11 ．2 n m o V mi nノn m oI P－450 ． P－45 0 C 2 1 で は デ

オ キ シ コ ル チ ゾ ー ル で 1 3 ．4 n m o V m in J
l
n m o I P－45 0 ， P－45 0 1 7 a

で は 1 7 d三 水酸化 プ ロ ゲ ス テ ロ ソ お よ び デ オ キ シ コ ル チ ゾ
ー ル

で 1 ．8 n m o V mi nノn m oI P－45 0 ， の 活性が本反応 と ほ ぼ 平行的に

増加 して い る こ とが 確認 され ， 本例 で の 電子伝達系ほ充分量存

在 し ， ア ス コ ル ビ ソ 酸の 効果に つ い ても充分あ る こ と が確認さ

れ た ．

しか し
，
P －4 5 0 1 7戊 反 応に 関 して は ， 本反応 の 活性 を さ らに

強調する た め ，
N A D H－b 5 還元 酵素 ，

b 5 ， を添加 した が 有意な活

性は得 られ なか っ た ． こ れ は ， 基質を プ レ グ ネ ノ ロ ン ， プ ロ ゲ

ス テ ロ ン
，
1 7 庄 一 プ ロ ゲ ス テ ロ ソ

，
1 1 8 水酸化 プ ロ ゲ ス テ ロ ン と

変え て 試み た が 有意 な活性 は得 られ な か っ た ．
こ れ は ，

ヒ ト に

お い てほ P －4 5 0 1 7 戊 自体 の 活性が 仁 極 め て 低 い の か ，
ミ ク ロ

ゾ
ー

ム 膜に 共存 して 局在する P －4 5 0 C 21 と 基質特異性 が交差す

る た め ， 相対的な 活性の 強さ が異 な る こ と に よ る か ほ不 明 で あ

るが ， 本系で の P －4 5 0 1 7 a 活性 の 測定は 困 難で あ っ た ． こ の た

め
，
さ ら に こ れ ら ミ ク ロ ゾ

ー

ム 反応 で の 活性を 高め る ため に 副

腎細胞 よ り超遠心法に よ っ て ミ ク ロ ゾ
ー ム 層を 抽出 して P一膳0

1 7 庄 活性 を測定 した ． こ の こ と は ， 厳密な 意味 で は ， 本来 の 副

腎で の 代謝活性か ら逸脱 して い る こ と に ほ な るが ， 副腎に おけ

る 2 種類 の 電 子伝達系は全く異な る もの で あり ， そ の 電子伝達

系 に は ， 互換性 が ない こ とよ り副腎皮質細胞 よ り ミ ク ロ ゾ
ー ム

層を 抽出 して活性測定 を行う こ と ほ ， 副腎 に おけ る代謝活性を

反映 し得るもの と 考え た ． 今回 ， 本操作 を加 え る こ とに よ っ て

P－450 1 7 庇 活 性が 測定可能と な り ヒ ト に よ る各種 P－450 活性測

定 が可 能と な っ た ．

原発性 ア ル ド ス テ ロ ン 症 で は ，
こ れ ま で に も腺踵内ス テ ロ イ

ド生成 ， 分泌 に 関 して 鉱質 コ ル チ コ イ ド系に お い て ア ル ドス テ

ロ ソ 以外の ス テ ロ イ ドの 過剰産生 が報告 され て い る
24I2 51

． す な

わ ち ， 原発性 ア ル ドス テ ロ ン 症患者 の 血 中お よ び腺腫内ス テ ロ

イ ドホ ル モ ン の 分析 で は ，
ア ル ドス テ ロ ソ の み な らず コ ル チ コ

ス テ ロ ン
，
1 8 水酸化 コ ル チ コ ス テ ロ ン ， プ ロ ゲ ス テ ロ ン な どの

ミ ネ ラ ル コ ル チ コ イ ドの 分泌増多 が確認 され
26 ト 28 I

， 本症 は 単ケニ

アノレ ドス テ
ロ ン の み を 分泌する副腎皮質疾患 で は なく

一

個 ミ ネ

ラ ル コ ル チ コ イ ド状態
打

と呼ぶ状態にある の で ほ な い か と推定

され た
2gI3 0 I

． こ れ ら鉱質 コ ル チ コ イ ドの 産生過剰 の
一 因子 と し



各種副腎皮質塵瘍に お けるチ ト ク ロ ー ム P－450 活性 739

て 本症に お ける腺腫内ス テ ロ イ ド合成酵素 の 活性克進 ， 特 に

P－4 5 0 1 1 8 活性の 先進 が関与 して い る こ とは ， すで に 著者が 報

告
1い
したが ， 本酵 素が11 位水酸化 の み な らず18 位 水酸化を行 う

こ と を考え る と ， きわ め て興味ある結果と考え られ る ． 今回 ，

新た に ， 著者が 待た 成績で は ， 原発性 ア ル ドス テ ロ ン 症腺塵内

P－450 1 1 P 活性ほ T N に て 55 ．8 4 士3 ．7 0 n m ol コ ル チ コ ス テ ロ

ソノm g 蛋白ノm i n で あり対照群 8 ．7 7 土1 ．1 1 n m ol コ ル チ コ ス テ ロ

ンノm g 蛋 白ノm i n と 比較 して 有意 に 高い 酵素活性 を 示 し た

くP く0 ．0 01う． 今回 ， 電子伝達系に 用い た 諸要素 は ，
ウ シ 副腎な

ど
，
ヒ ト以 外の 種 よ り得 られ たも の で あ る ． この こ と ほ

，
ヒ ト

副腎の P－450 を測定 し ， そ の 絶対値を比較する際に は ， こ の 種

差が厳密な意味 で問題 とな る 可能性があ る ． しか し
， 今回 の 検

討の よ うに ， 同
一

条件下に お い て 各症例を定性的 に 比較す る こ

とは ， 充分可能 と思わ れ ， 原 発性 ア ル ドス テ ロ ン 症の 腺踵内酵

素活性 に お い て特 に P－450 1 1 針活性 が正 常副腎に 比 して 平均約

6 ．37 倍の 活性上 昇を 示 して い ると い う 今回 の 実験結果は ， ある

程度生体内で の 酵素活性様式を反映 してい ると解 され る． しか

し
， 本腺腫に お ける ス テ ロ イ ド産 生が ミ ネ ラ ル コ ル チ コ イ ド優

位と な っ て い る こ と を説明 する上 で ，
D uf a u ら

g，
が述 べ て い た

腺腫組織に お ける 1 7 戊 水酸化反応 の 活性低下 の 存在ほ ， 本実験

系で は認め られ な か っ た ．

ク ッ シ ソ グ症候群 に お い て ほ ， 著明な P －4 5 0 1 7 か 活性の 増加

を認め ， そ の 活性 は ，
T N で 0 ．4 0 8 土0 ．0 3 n m ol 生成物Jl m g

白J
l
m i n で あ り

，
対照群 0 ．0 56 士1 ．3 x l Oh

3
n m ol 生成物ノm g 蛋

白ノm i n に 比 して 約 7 ．2 9 倍 と 高値 で あ っ た くp く0 ．0 0 11 ． しか

し
，
プ ロ ゲ ス テ ロ ン が P－450 1 7 c r に よ っ て 17 庄 位 に 水酸化 を受

け 17 丑水酸化プ ロ ゲ ス テ ロ ソ に 変換 され た 後 ， さ らに P－450

C 2 1 に よ っ て21 位 水酸化を受けデ オ キ シ コ ル チ ゾ ー

ル と な るの

か ， 1 7 戊 位水 酸化と それ に 続く C1 7 C 2 0 側鎖切断反応を受け ア

ン ド ロ ス テ ン ジオ ン と な るの か は ， 両酵素の 相対的な活性 の 強

さが 関係 し ， ホ ル モ ン の 産生 量に 影響 を与 える もの と考え られ

る ． Si n z a w a ら
31，
は

，
モ ル モ ッ ト副腎よ り単離 した ミ ク ロ ゾ ー

ム を用 い P－450 C 2 1 と P－450 1 7 戊 濃度 の 影響に つ い て 検討し ，

ス テ ロ イ ドホ ル モ ン 塵生 の 代謝経路は それ ぞれ の P－450 分子種

の 存在量の み で 支配され るもの で は な く I
P－45 0 酵素活性 の 調

節機構が重要な役割を果 た し て い る と 推定 し て い る ． な か で

も， P ぺ50 C 21 お よ び P－450 1 7 庄 を 含む プ ロ テ オ リ ポ ソ ー

ム を

用 い て それ ぞれ の N A D P H－P p4 5 0 還元酵素 の 影響を みた 場合，

還元 酵素濃度に 対 して 依存性を 示 すが ， 還元 酵素濃度が高い 場

合に は
，
1 7 企 位水酸化よ り21 水酸化活性 が還元酵素に 強 い 依存

性を示 すこ とを 報告 して い る ． ま た ，
プ ロ ゲ ス テ ロ ン 代謝に お

ける P－450 C 2 1 の 影響を み た場合 ，
P－450 C 2 1 量を増加 させ る

と 17 戊水酸化 プ ロ ゲ ス テ ロ ン の 生成量ほ減少す るが デ オ キ シ コ

ル チ ゾ ー

ル の 生成は 減少 せ ず ，
ア ン ド ロ ス テ ン ジオ ン の 生成量

に もほ と ん ど影響を与え な い こ と を 報告 して い る
321

．
こ れ ら の

事実ほ
，
プ ロ ゲ ス テ ロ ン の ミ ク ロ ゾ ー

ム に おけ る代謝で は 反応

中間体の 1 7 戊 水酸化 プ ロ ゲ ス テ ロ ン は P ぺ50 か ら解離す る こ

と なく連続的に 代謝 され
，
そ の 後 に 進行す る C1 7

－

2 0 側鎖切断

くリ ア 一

句 反応 また は
，
2 1 位水酸化反応に 代謝 され る こ とを 示

して い る ． した が っ て ， 本実験系 に お い て プ ロ ゲ ス テ ロ ン よ り

の P 1 5 0 1 7 か 活性 の 測定に お い て 生成物 に 17 戊 水酸化プ ロ ゲ ス

テ ロ ン お よ び
，
そ れ に 引き続く21 位水酸化反応 に よ る デ オキ シ

コ ル チ ゾ ー ル の 総和を も っ て P－450 1 7 丑 の 活性 と した の は ， あ

る程度副腎内での P －4 5 0 1 7 改 活性を 反映 して い る と 考 え ら れ

る ． しか し
， 本反応系に お い て 17 ぼ 水酸化 プ ロ ゲ ス テ ロ ン に 引

き続く ア ン ド ロ ス テ ン ジオ ン の 生成が い ずれ の 群 に お い ても認

め られ なか っ た こ と は
， 先述 の 様に 添加す る電子伝達系諸要素

の 濃度 な ど諸因子の 影響が考え られ ， 直接生体内で の 代謝活性

を真に 反映する の で ほない もの と思われ る ．

非機能性副腎皮質腺腫 で は ， P － 4 5 0 S C C 5 ．9 3 士1 ．9 9 n m ol プ レ

グネ ノ ロ ンI m g 蛋白J
l
mi n で

，
P － 4 50 1 1 B 4 ．2 7 士1 ．41 n m ol コ ル

チ コ ス テ ロ ンI m g 蛋白I m i n ， P －4 5 0 C 21 0 ．3 2 土0 ．1 0 n m ol デオ キ

シ コ ル チ ゾ ー ルI m g 蛋白JI m i n ， P －4 5 0 1 7 a O ．0 74 士0 ．0 48 n m ol 生

成物ノm g 蛋白ノm れ と 正常群と比較 して統計的に 差 を 見い だ

す こ と は で きず， む しろ個 々 の 症例 の 個体差 が大き い の が 目

立 っ た ． こ れ ま で 非機能性副腎腺腰が臨床症状 を示 さな い 原因

と して
，
1 1 生物活性を示 さ な い ス テ ロ イ ドを 大量 に 産生す

る ， 2う 生物活性 の 弱い ス テ ロ イ ドを過剰に 分泌す るが
， 臨床

症状が極め て 軽微 で ある
，
3つ 活性ス テ ロ イ ドを産生するが ，

臨床症状を 呈 するに は不 十分量 である ， 4 ブ ス テ ロ イ ド産生能

を欠く， な どが推定 され て い る 郷 ． しか し
，
今回 著者が得 た成

績 で は
，
ス テ ロ イ ド代謝に お い て活性に 差異ほあるもの の 全例

で 各種 P －4 5 0 活性を得 た こ と よ り ， これ ら非機能性副腎腺腫 に

はある程度 ， 何等か の ス テ ロ イ ド合成能 は有 して い るもの と考

え られ た ． 近年， 非機能性副腎腺踵と思わ れ て い た症例で コ ル

チ ゾ
ー ル の 自律性分泌が認め られ た と い う報告例

31I3 51

や 腫瘍摘

出後 ， 副腎機能不全を生 じた と い う報告
38，
な ど明 らか な臨床症

状を欠く前 ク ッ シ ソ グ症候群が相次い で 報告 され
， 非機能性副

腎腺腰 の 中に も当該例が含ま れ るもの と 想定 され る ． また
．
笹

野
37さ
ほ
， 臨床病理学的な検索よ り非機能性副腎腺腫に は j l コ

コ レ ス テ ロ
ー

ル の 取 り込み を 含め て ス テ ロ イ ド合成が ま っ た く

行わ れ て い な い 好酸性の 豊か な細胞質をもつ 好酸性細胞腫と ，

2 う 多くの 場合プ ロ ゲス テ ロ ン と か コ ル チ コ ス テ ロ ン と い っ た

生物学的活性の 低 い 前駆体を含む ス テ ロ イ ドホ ル モ ン を合成 し

組織学的に 副腎皮質細胞 の 形態を よ く再現 して い る腺歴と に 大

別 で きる と報告 して い る ． 特に 後 者に お い て ス テ ロ イ ド合成酵

素 の 発現が認め られ る こ とか ら， これ らの 腫瘍が 種 々 の ス テ ロ

イ ド産生能を有 して い る こ と を 推定して い る ． こ の こ とほ ， 著

者ら の 成績と 合致す るもの の ，

一

方で ス テ ロ イ ド合成酵素の 阻

害因 子が 存在する可 能性も否定 し得 な い と 思 わ れ る ． O h ni s hi

ら
38－
は カ ル モ デ ュ リ ン が P－4 50 1 18 の コ ル チ コ ス テ ロ ン か ら ア

ル ドス テ ロ ソ へ の 転換を阻害する こ とを 報告 して い る が ， 非 機

能性副腎腺腫 で ほ ， 酵素活性の み で ほ な く ，
こ の 様な 阻害因子

に 関する影響も考慮する必 要が ある と思わ れ る ．

ま た ， 非機能性副腎腺鷹 に 限 らず前述の 機能性腺腫に おい て

も血 中ス テ ロ イ ド値に 関 して ， そ の 血中濃度ほ腫瘍重量， 産生

され た ス テ ロ イ ドの 細胞外 へ の 放出速度や代謝速度等， 種 々 の

因 子が関与するた め ， 腺腫内の 酵素活性が直接血中濃度と して

反映され な い こと は ， 充分留意する必 要が ある と思わ れ る ．

近年， 遺伝子およ び遺伝子産物の 構造 と機能の 関係を解 明す

るた め
， 遺伝 子の ク ロ ー ニ ン グ 技術 が 発達 し て き た ． 特 に

P－450 遺伝子や アイ50 還元 酵素遺伝子の ク ロ
ー ニ ン グに つ い て

も多く の 研究 が な さ れ ，
ヒ ト や 動物 の P－450 S C C ， P －4 5 0

C 2 1
，
P ぺ50 1 7 任 ， や P－450 還元酵素に つ t l て

一

次構造が 解明さ

れ
39I 一 物

，

． 2 1 水酸化酵素欠損症などの 遺伝子解析 な ど の 副腎疾患

の 解明 に 応用されて い る ． P 1 5 0 1 1 8 に 関 して もそ の 構造が 明

らか に され
43 ト 岬

原発性 ア ル ド ス テ ロ ン 症腺腫か らの ア ル ドス テ

ロ ソ 合成酵素 ， P ぺ50 ald o の 精 製
48 ト 481
や 突然変異に よ る選択的



7 4 0 向

P－450 a は0 欠損な どの 報告が な され て い る ． P－45 0 1 1 8 は 多機

能酵素であり
嘲 瑚

， 今後， 遺伝子構築上酸化， 水酸化反応な どの

故能や 部位が解明さ れ て い くもの と思わ れ る ．

本研究に よ っ て ， 機能性副腎腺腫症に お い て 原発性 ア ル ドス

テ ロ ソ 症に おい て ほ よ P 1 5 0 11 8 活性の ，
ク ッ シ ソ グ症候群 に

おい て は
，
P － 4 5 0 1 7 d 活性の 増加が 中心 的役割を果たす こ と が

示 され た ． また ， 非機能性副腎腺歴症 にお い て は ， ス テ ロ イ ド

合成能の 存在する 可 能性 が示 唆さ れ た ． 副腎疾患 に お い て は ，

機能克進症 に 対 して 各種 ホ ル モ ン合成阻害剤が使用 され る こ と

が ある ．
こ の 際， 非 選択的 に ホ ル モ ン 合成阻害を来す薬物 の 使

用 に よ る広汎な副腎機能低下が問題 と な る ． 現在 ， 臨床的 に 用

い られ て い る薬剤と して ， 原発性ア ル ドス テ ロ ソ 症 に 対 して ス

ピ ロ ノ ラ ク ト ン や ア ミ ノ グ ル チ タ ミ ドが
，
また

，
ク ッ シ ソ グ症

候群で は ，
O p
，

－ D D D
，
メ チ ラ ボ ン ある い は

，
ト リ ロ ス タ ン な ど

の 酵素阻害剤が使用 され る ．
ス ピ ロ ノ ラ ク ト ン や ア ミ ノ グ ル チ

タ ミ ドは P
－4 5 0 に 影響を及ぼ し酵素阻害 ， 特に P －4 5 0 1 1月 を か

な り選択的に 阻害す ると の 報告もあり
叫 句 521

， これ は
，
著 者の 成

績 か らも合致す る 有効 な薬物治療 と考 え ら れ る ．

一 方 ，

o p
一

－ D D D
，
メ チ ラ ボ ン や ， ト リ ロ ス タ ン な どの 酵素阻害剤ほ ，

必ず しも P 1 5 0 1 7亡と を 介 して 酵素括性 を阻害す る の で は な

い 瑚 ． 現在ま で に 選択的に P－450 1 7亡と を 阻害す る と い う薬剤は

報告 され て い な い が ， 手術不能例 に 対する ク ッ シ ソ グ症候群に

お い て も， よ り選択的 な酵素阻害剤 の 投与が望 ま しい と考え ら

れ る ．

結 論

原発性 ア ル ドス テ ロ ン 症 ，
ク ッ シ ソ グ症候群 お よび 非機能性

副腎腺腫 に お ける摘出副腎組織を用 い て腺腫内 P
－ 4 5 0 S C C 活

性 ， P －4 5 0 1 用 活性 ，
P－450 C 21 活 性 お よ び ミ ク ロ ゾ

ー ム

P －4 5 0 1 7 凸 活性を 測定 ， 比較検討 し次の 結論を得 た ．

1 ． 原発性ア ル ドス テ ロ ソ 症の 副腎腺踵内 P ぺ50 活性 ほ ，

P －4 5 0 S C C
，
P － 4 5 0 1 1 P ， P A 5 0 C 2 1 ， P －4 5 0 1 7 a で ， そ れ ぞ

れ
，
1 2 ．3 3 士4 ．0 1 ， 5 5 月4 土3 ．7 0 ， 0 ．8 6 土0 ．1 1 ， 0 ，0 6 1 士4 ．2 x l O

－ ユ

n m ol 生 成 物ノm g 蛋 白ノm i n で あ り ， 対 照 群 6 ．5 0 土0 ．9 4
，

8 ．77 土1 ．1 l
，
0 ．6 7 士0 ．1 2

，
0 ．0 5 6 士1 ．3 x l O－3 n m ol 生成物ノm g 蛋白ノ

m i n と比 して ，
P ．4 5 0 S C C 活性の 上 昇お よび P － 4 5 0 1 1 B 活性 の

著明 な上 昇を 認め た ． 原発性 ア ル ドス テ ロ ソ 症の 腺腫内ス テ ロ

イ ド合成 の 酵素活性に ほ 一 正 常副腎組織 と比較する と異常が あ

ると 思わ れ ， 特 に P 1 5 0 1 1 8 活性の 上 昇が 関与 して い る こ とが

示 された ．

2 ． ク ッ シ ソ グ 症候群の 副腎腺腫内 P －4 50 活性 ほ ，
P －4 5 0

S C C
，
P－45 0 1 1 B ， P

－ 4 50 C 2 1
，
P － 45 0 1 7 a で

， そ れ ぞ れ ，

8 ．8 0 士0 ．40
，
1l ．8 0 土5 ．2 9

，
1 ，0 0 土0 ．1 2

，
0 ．40 8 士0 ．0 3 n m ol 生 成物ノ

m g 蛋白l mi n で あり ， 対照群と 比 して ，
P －4 5 0 1 7 a 活性の 著 明

な上昇を認め た ． ク ッ シ ソ グ症候群の 腺鹿内ス テ ロ イ ド合成 の

酵素活性 に も， 正常副腎組織 と比較す る と 異常 があ る と 思わ

れ ， 特 に P－450 1 7 ぼ 活性の 上 昇が 関与 して い る こ と が 示 され

た ．

一3 ． 非検能性副腎腺魔 の 副腎腺腫内 P －4 5 0 活性 ほ t
P － 45 0

S C C
，
P －4 5 0 1 1 B ， P －4 5 0 C 2 1

，
P － 4 5 0 1 7 a で

，
そ れ ぞ れ ，

5 ．9 3 士1 ．99 ， 4 ．2 7 土1 ．4 1 ， 0 ．3 2 士0 ．1 0 ， 0 ．0 7 4 土0 ．0 4 8 n m oI 生 成 物ノ

m g 蛋白ノm i n で あり ， 対照群と比 して ， 統計 的に 有意な活性 の

上 昇お よ び減少 は認 め られ な か っ た が ， 非顔能性副腎腺腫 に お

い ても酵素活性 上 ， ス テ ロ イ ド合成能 を有 して い る こ とが 示 唆

され た ．

4 ． 原発性 ア ル ドス テ ロ ン 症 ，
ク ッ シ ソ グ症候群 ， 非機能性

副腎腺腫な どの 各種副腎腫瘍 に お け る腺鷹内ス テ ロ イ ド合成酵

素活性を検討 し， 機能性副腎皮質腫瘍濫 おけ る ス テ ロ イ ド生合

成異常に は ， ス テ ロ イ ド合成酵素 チ ト ク ロ ー ム P－45 0 の 発現異

常が関与 して い ろ可能性が 示 酸 された ．
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P －4 5 0 1 1 B ニ e vi d e n c e f o r t w o d if f e r e n t f o r m s of t h e e n z y m e

i n r a t s ． J ． S t e r oid ． B i o c h e m ．
，
26

， 6 9 3－69 8 く19 8 7l ．

7 1 0 h n i s hi ， T ．
，
W a d a

，
A ．

，
L a u b e r

，
M ．

，
Y a m a n o

，
T ． 盈

O k a m o t o
，
M ． ニ A ld o s t e r o n e bi o s y n th e sis i n m it o c h o n d ri a of

is ol a t e d z o n e s of a d r e n a l c o r t e x ． J ． S t e r oid ． B i o c h e m ．
，
3 l

，

73 － 81 く1 98 8う．

8 1 L a u b e r ， M ． 良 M u ll e r
，
J ． ニ P u rifi c a ti o n a n d c h a r a c t e r－

iz a ti o n of t w o di s ti n c t f o r m s of r a t a d r e n al c y t o c h r o m e P 4 5 0

1 1 B ． A r c h ． B i o c h e m ． B i o p h y s ．， 2 7 4 ， 1 0 9
－1 1 9 く1 98 9I ．

9 1 D u f a u ， M ． L ．
，
V ill e e

，
D ． B ． 良工Kli m a n ， B ． こ P r e g n e n－

0l o n e m e t a b o lis m i n a n ald o s t e r o n e s e c r e ti n g t u m o r of th
e

a d r e n al a n d it s a dj a c e n t a d r e n al ti s s u e ． C l in ． E n d o c ri n ol ．
，
2 8 ，

9 8 3 －9 91 く1 9 6即．

1PJ V e c s ei ， P ．
，
P u rj e s z ， I ． 皮 W olff

，
H ． P ． ニ S t u di e s o n

th e bi o s y n th e sis of ald o s t e r o n e i n s olita r y a d e n o m a a n d i n

n o d ul a r h y p e r pl a si a of th e a d r e n al c o rt e x i n p a ti e n t
s
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e x hib iti n g C o n n
J

s s y n d r o m e ． A c t a E n d o c ri n ol －， 6 2 ， 39 ト398

口96 91 ■

川 T a k a s a ki ，
H ．

，
M i y a m o ri ， I －

，
N a g ai ， K ．

，
T a k e d a

，
R ．

，

M o c h iz u ki ， H ． 鹿 K a t a gi ri ， M ． こ M it o c h o n d ri al P－45 0

a c ti vitie s in ald o s t e r o n o m a ti s s u e s ． J ． S t e r oid ． B i o c h e m ．

M ol e c ． B i ol リ 3 8 ， 5 3 3 巧35 く19 91う．

121 S u h a r a ， K
．
，
T a k e m o r i

，
S ． 良 K a t a gi ri ， M － ニ I m p r o v e d

p u rific a ti o n of
b o vi n e a d r e n al ir o n－S ulf u r p r o t ei n ． B i o c h e m ．

B io p h y s ． A ct a ．， 2 6 3 ， 2 7 2－27 8 く1 97 2 1 ．

1 31 S u h a r a ， K ．
，
G o m i

，
T ．

，
S a t o

，
H ．

，
l t a g a k i ， E ．

，

T a k e m o ri ， S ． 鹿 K a t a gi ri ， M ．
こ P u rifi c a ti o n a n d i m m u n ol o g－

ic al c h a r a c t e riz a ti o n of th e t w o a d r e n al c o r t e x m it o c h o n d ri al

c yt o c h r o m e P
－4 5 0 p r o t ei n s － A r c h ． B i o c h e m － B i o p h y s ■， 19 0 ，

29 0－29 9 く19 7 即．

用 S u h a r a ， K ．
，
F uji m u r 且 ， Y －

，
S c hi r o o ， M ． 良 K a t a gi ri ，

M ． こ M ultipl e c a t aly ti c p r o p e r ti e s of th e p u rifi e d a n d

r e c o n s tit u te d c y t o c h r o m e P
－ 4 5 0 s y s t e m of p l g t e S tis

m i c r o s o m e s ． J ． B io l ． C h e m ．
，
2 5 9

，
8 7 2 9T8 7 3 9 く1 9 8 41 ．

151 K li n g e n b e r g ， M ． ニ P ig m e n t of r a t li v e r m i c r o s o m e s ．

A r c h ． Bi o c h e m ． B i o p h y s ．， 7 5 ， 3 7 6
－ 3 8 6 く1 95 即．

16 1 0 m u r a ， T ． 皮 S a t o ， R ． こ A n e w c y t o c h r o m e i n li v e r

mi c r o s o m e s ． J ． B i ol ． C h e m ．
，
2 3 7 ， 1 3 7 5

－1 3 8 2 く19 6 2l ．

叩 三 谷芙美子 ニ ス テ ロ イ ド代謝 と チ ト ク ロ
ー ム P－45 0 ． 代

謝
巨
13
，
1 9 6 ト1 97 3 く19 7 6I ．

1 81 C h a z a ri a n ， J ． G ．
，
M a r ti n e ヱ

，
J ． E ．

，
G a ll a r d o ， A ． C ．

，

K u lk o s k i
，
J ． A ． 及 P e t e r s o n

，
B ． L ． こ I n d u c ti o n of r e n al

c yt o c h r o m e P
－4 5 0 b y th e p oly c h l o ri n a t e d bip h e n yl A r o cl o r－

12 54 ． J ． B iol ． C h e m ．
，
2 5 5

，
82 7 5－82 8 1 く19 8 0ン．

1 91 K u pf e r ， D ． 良 N a v a r r o
，
J ． こ M e t a b o li s m o f p r o s t a－

gl a n d i n A l b y h e p a ti c m i c r o s o m al m o n o o x y g e n a s e P－45 0

S y S te m i n th e g ui n e a pig a n d r a t ． L if e ． S ci ．， 1 8 ， 5 0 7－51 3

く19 7 6I ．

2 0J I c hi k a w a ， Y ． 良 Y a m a m o t o
，
T ． こ E l e c tr o n s pi n

r e s o n a n c e of mi c r o s o m al c yt o c h r o m e s ． A r c h ． B i o c h e m ．

B io p h y s ． ， 1 2 l ， 7 4 2－74 9 く19 6 7l ，

2 11 S u h a r a
，
K ．

，
F ujii ， T ．

， T a n i ， T ． 8 E K a t a gi ri ， M ． こ A

S e n Si v e m e th od f o r q u a n tit ati o n of s t e r oid h y d r o x yl a s e

a c ti vi ti e s of i n di vi d u al P－45 0 i n ti s s u e h o m o g e n a t e s ． J ．

S t e r oid ． B i o c h e m ．
，
2 6

，
1 1 3ェ11 6 く19 8 7 I ．

22I 小泉 晶 －

こ チ ト ク ロ ー ム P 45 0 欠 損 症 ． 代謝 ，
1 9 ，

1 7 8 5－17 9 7 く19 8 21 ．

231 D e g e n h a r t ， H ． J ． ， V i s s e r ， H ． K ． A ．
，
B o o n

，
H ． 8 E

O
，

D o h e r t y ， N ． J ． ニ E vid e n c e f o r d efi ci e n t 2 0 a－C h ole s t e r oト

h y d r o x yl a s e a c ti v ity i n a d r e n al tis s u e of a p ati e n t w it h li p oid

a d r e n al h y p e r pl a si a ． A c t a E n d c ri n ol ． ， 7 1 ， 51 2
－5 1 8 く1 9 7 2I ．

2 41 小島元 子 こ 原発性ア ル ドス テ ロ ン 症に み ら れ る ス テ ロ イ

ド分泌異常 に つ い て ． 日 内分泌会誌 ，
5 4

，
2 4 6 － 2 5 4 り97 軋

251 B o g d a n ， A ．
，
A u z e b y ， A ．

，
P l o u i n

，
P ． F ． 皮 T o uit o u

，

Y ． こ I n vi tr o gl u c o c o r ti c o s t e r oid a n d m i n e r al o c o r ti c o s t e r oid

bio s y n th e si s i n C o n n
，

s a d e n o m a ti s s u e s ． J ． E n d o c ri n ol ．

I n v e s t ．
，
1 6

， 6 5 －6 8 く1 9 9 3I ．

2 61 C r a n e
，
M ． G ． 島 H a r ri s

，
J ． J ． ニ D e o x y c o r ti c o s t e r o n e

S e C r e tio n r a t e i n h y p e r ad r e n o c o r ti ci s m ． J ． C li n ． E n d c ri n ol ．

M e t a b ご
，
2 6 ， 1 1 35 －1 1 岨く1 9661ニ

2 71 B i gli e ri ， E ． G ．
，
H a n e

，
S ．
．
S a lt o n

，
P ． E ． 鹿 F o r s h a m

，

P ． H ． こ I n v i v o a n d i n v itr o s t u d ie s o n a d r e n al s e c r eti o n s i n

C u s hi n B
J

s s y n d r o m e a n d p ri m a r y ald o st e r o ni s m ． J ． C li n ．

I n v e st ． ， 42
，
5 1 6 －5 2 4 く1 96 2I ．

2 81 0 j i m a ， M ． ， A i d a ， M ． 鹿 K a n b e g a w a ， A ． ニ S i m ult a n e－

o u s d e t e r m i n a ti o n of p la s m a 1 8
－ h y d r o x y c o rti c o st e r o n e ，

1 8 －h y d r o x y
－1 トd e o x y c o r ti c o st e r o n e a n d ald o st e r o n e i n m a n ．

T o h o k u J ． e x p ． M e d ． ， 1 24
，
3 6 7－36 9 t1 9 7 8l ．

2 9I B i gli e ri ， E ． G ．
，
S al t o n ， P ． E ．

，
S c h a m b el a n ， M ． 鹿

K r o n fi e ld ， S ， J ． ニ H y p e r m i n e r al o c o r tic oid is m ． A m e r ． J ． M e d ． ，

4 5
，
1 7 0 ．1 7 5 り96 即．

3 01 M el b y ， J ． C ．
，
D a l e

，
S ． L ．

，
G r e k i n

，
R ． J ．

，
G a u n t

，
R ．

鹿 W il s o n
，
T ． E ． こ 1 8 － h y d r o x y－11 －d e o x y c o rti c o s te r o n e

S e C r e ti o n i n e x p e ri m e n t al a n d h u m a n h y p e rt e n si o n ． R e c e n t

P r o g r ． H o r m ． R e s ． ， 2 8 ， 2 8 7－33 9 く19 7 21 ．

3 11 S i n ヱa W a ， K ．
，
I s h ib a s h i

，
S ．
，
M u r a k o s h i

，
M ．

，

W a t a n a b e
，
K ．

，
K o r n i n a m i

，
S ．

，
K a w a h a r a

，
A ． 及 T a k e m o ri

，

S ． こ R el a ti o n s hi p b et w e e n z o n al di s trib u ti o n of m i c r o s o m al

c yt o c h r o m e P－45 0 s くP－450 1 7 a ， ly a s e a n d P－45 0 C 2 り a n d

S t e r Oid o g e ni c a c ti vi ti e s i n g u i n e a pi g a d r e n al c o rt e x ． J ．

E n d o c rin ol ，
，
1 1 9

，
1 9 1－20 0 く19 8 81 ．

3 2I S i n ヱa W a ， K ．
，
K o m i n a m i

，
S ． 息 T a k e m o ri

，
S ． こ S t u di e s

o n c y t o c h r o m e P－45 0 くP － 45 0 1 7 a ， 1y a s el f r o m g ui n e a pig

a d r e n al m i c r o s o m e s ニ d u al f u n c t oi n o f a si n g le e n z y m e a n d

e ff e c t of c y t o c h r o m e b 5 ． B i o c h e m ． B i o p h y s ． A c t a ． ， 8 3 3 ，

1 5 ト16 0 り98 5う．

331 小 島元子 ， 斉藤万 一 郎 ， 伊 藤信雄 ， 草野 良郎 ， 福地 総

逸 二 非 機能性副腎腫瘍 の ス テ ロ イ ド生成能 ． 日 内会誌 ，
7 3 ，

1 6 4 9－1 65 5 く19 8 4ナ．

3 4I B e y e r ， H ． S ． 良 D o e
，
R ． P ． 二 C o r tis oI s e c r e ti o n b y a n

i n cid e n t ally di s c o v e r e d n o n f u n c ti o n al a d r e n al a d e n o m a ． J ．

C li n ． E n d o c rin ol ． M e t a b ．
，
6 2

，
1 3 1 7－1 32 1 く19 8 61 ．

3 51 B o g n e r ， U ． ， E g g e n s ， J ． 品 O e l k e r s ， W ． こ I n cid e n t all y

di s c o v e r e d A C T H－d e p e n d e n t a d r e n al a d e n o r n a p r e s e n ti n g a s
I

P r e－C u s hi n g
，

s s y n d r o m e
，

． A c t a E n d o c ri n ol ，
，
1 1 l

，
8 9－92

り98 軋

3 61 H u ir a s ， C ． M ．
，
P e h li n g ， G ， B ． 8 E C a pl a n ， R ． H ． ニ

A d r e n al i n s uffi ci e n c y af t e r o p e r a ti v e r e m o v al of a p p a r e n tl y

n o nf u n c ti o n i n g a d r e n al a d e n o m a s ． J A M A ．
，
2 6 l

，
8 9 4－89 8

り9 8恥

371 笹野公伸 二 非機能性副腎皮質腫瘍に お い て の ス テ ロ イ ド

合成酵素の 発現 ． 医の あゆ み ，
1 5 3

，
1 8－22 り99 0 1 ．

3 81 0 h n is h i ， T ．
，
W a d a

，
A ．
，
N o n a k a ， Y ．

， S u gi y a m a ， T ． ，

Y a m a n o ， T ． 皮 O k a m o t o ， M ． こ Eff e c t of C al m o d uli n o n

a ld o s t e r o n e s y n th e sis b y a c y t o c h r o m e P－45 0 1 1 B r e c o n sti－

t u t e d s y s te m f r o m b o ri n e a d r e n o c o r tic al m it o c h o n d ri a ． J ．

B i o c h e m ．
，
10 0

，
1 0 6 5 －1 0 7 6 く19 8 6l ．

3 91 W hit e ， P ． C ．
，
N e w

，
M ． l ． 8 E D u p o n t ， B ． ニ H L A －1i n k e d

c o n g e n it al a d r e n al h y p e r pl a si a r e s u lts f r o m a d ef e c ti v e g e n e

e n c o di n g a c yt o c h r o m e P－45 0 s p e cific f o r st e r oid 21－h yd r o x －

yl a tio n ．

．
P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U S A ．

，
8 l

，
7 5 0 5－7 50 9 く19 8 4l ．

4 01 W e r k m ei s t e r ， J ． W ．
，
N e w

，
M ． l ．

，
D u p o n t ， B ． 烏

W h it e
，
P ． C ． ニ F r e q u e n t d el e ti o n a n d d u pli c atio n of th e

S t e r Oid 2 1 －h y d r o x yl a s e g e n e s ． A m ． J ． H u m ．
－ G e n e t ．

，
3 9

，



7 42 向

4 6 ト46 9 く19 8 軋

4 11 H i g a s h i ， Y ．
，
T a n a e ， A ． ， l n o u e ， H ．

，
F ujii ， Y ． 及

K u r iy a m a ， Y ． こ E v id e n c e f o r fr e q u e n t g e n e c o n v e r si o n i n th e

S t e r Oid 2 1－h yd r o x yl a s e P－45 0 くC 21 1 g e n e ． A m ． J ． H u m ．

G e n e t ． ， 42
，
1 7 － 2 5 く1 9 8 8l ．

4 21 R ei n d o ll a r
，
R ． H ．

，
Le w i s

，
J ． B ．

，
W hi t e

，
P ． C ．

，

F e r n h of f
，
P ． M ．

， M c D o rl O u g h ， P ． G ． 鹿 W h it n e y ， J ． B ． ニ

P r e n a t al d i a g n o si s of 2 1 h y d r o x yl a s e d efic i e n c y b y th e

C O m pl e m e n t a r y d e o x y rib o n u cl eic a cid p r o b e f o r c y t o c h r o m e

P－45 0 c － 21 0 H ． A m ． J ． O b st e t ， G y n e c ol ．， 15 8 ， 5 4 5 －5 4 7 く19 8 81 ．

4 31 M o r n e t ， E ．
，
D u p o n t ， J ．

，
V it e k

，
A ． 8 t W h i t e

，
P ． C ．

ニ

C h a r a c te riz a ti o n of t w o g e n e s e n c o d in g h u m a n s t e r oid

ll B － h yd r o x yl a s e くP － 4 5 0 1 1 朗． J ． B i ol ． C h e m ．
，
2 6 4

，
2 0 9 6 1 － 20 96 7

く19 8 91 ．

4 41 K a w a m o t o ， T ．
，
M i t s u u c h i

，
Y ．

，
T o d a

， K ．

，
M iy a h a r a ，

K ．
，
Y o k o y a m a ， Y ．

，
N a k a n o

，
K ．

，
H o s o d a

，
K ．

，
Y a m aL m O t O ，

Y
． ，
I m u r a

，
H ． 息 S h i z u t a

，
Y ． ニ Cl o ni n g of c D N A a n d

g e n o m ic D N A f o r h u m a n c y to c h r o m e P－450 1 1 B ． F E B S

L ett
リ
26 9

，
3 4 5

－

3 4 9 り99 0I ．

4 51 0 e r tl e ， M ． 品 M u ll e r ， J ． こ T w o ty p e s of c y t o c h r o m e

P － 4 5 0 11 B i n r a t a d r e n als ニ S e p a r a t e r e g ul a ti o n of g e n e

e x p r e s si o n ． M ol ． C ell ． E n d o c ri n ol ．
，
9 l

，
2 01－20 9 く1 9 9 3I ．

4 61 K a w a m o t o ， T ．
，
T o d a

，
K ．

，
M i y a h a r a ， K ．

，
K u ri b a y a s h i ，

I ．
，
N a k a o

， K ． ， H o s o d a
，
K ．

，
Y a m a m o t o

，
Y ．
，
I m u r a

，
H ． 晶

S h i z u t a
，
Y ． ニ C l o n i n B a n d e x p r e s si o n of a c D N A f o r h u m a n

C y t O C h r o m e P
－ 4 5 0 ald o a s r el a t e d t o p ri m a r y ald o s t e r o ni s m ．

B i o c h e m ． B i o p h y s ． R e s ． C o m m u n ．
，
17 3

，
3 09 － 31 6 り99 0l ．

4 7I O gi s hi m a ， T ．
，
S hi b a t a

，
H ．

，
S h i m a d a

， H ．
，
M it a n i

， F ．
，

S u z u k i
，
H ．

， S a r u t a
，
T ． 8 E I s h i m u r a

，
Y ． こ A ld o st e r o n e

S y n th a s e c y t o c h r o m e P
－4 5 0 e x p r e s s e d i n th e a d r e n al s of

p ati e n ts w it h p ri m a r y ald o s t e r o n is m ． J ． B i ol ． C h e m ．
， 2 6 6

，

1 0 7 31－10 7 3 4 く1 9 9 り．

4 即 O gi s hi m a ， T ．
，
S u z u k i

， H ．
，
H a t a ， J ．

，
M i t a n i

，
F ． 亀

I s hi m u r a ， Y ． ニ
r
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5 21 永井国男 ， 宮森 勇 ， 竹田 亮祐 ， 板垣英治， 片桐正 之こ精
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