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1 0 8 金沢大学十全医学会雑誌 第103 巻 第1 号 108 - 1 21 (1 9 94)

細胞培養系 に お け る ホ ル モ ン 感受性株 Z R 7 5 -l ･ R L 9 5 -2 の

細胞増殖 に 及ぼす各種性 ス テ ロ イ ドの 影響 に つ い て

金沢大学医学 部産科婦 人科学講座 ( 主任 : 西 田悦郎教授)

輪 正 彦

各種性 ス テ ロ イ ドの 細胞 培養系に お ける細胞増殖 に 及ば す影響に つ い て ホ ル モ ン 感受性を 有する乳癌株細胞 Z R 7 5 - 1 と

子宮体癌株細胞 R L 95- 2 を 剛 ､ て 検討 した ･ 各濃度 の エ ス ト ラ ジオ ー ル ( e s tr a di o l , E 2) ,
テ ス ト ス テ ロ ン (t e s t o st e r o n e , T) ,

プ

ロ ゲス テ ロ ン (p r o g e s t e r o n e
･
P ) お よ び デ ヒ ド ロ エ ビ ア ン ド ロ ス テ ロ ン (d e h y d r o e pi a n d r o s t e r o n e

,
D H A ) を , 無処理血 清含有培

軋 デ キ ス トラ ン ･ チ ャ
コ ー ル 処理血 清含有培地 ま た は無血 清培地に それ ぞれ 単独 あるい は 併用で添加 し

, 細胞増殖に 及ぼ す

効果を み た ･ Z R 7 5 -1 に つ い ては
▲ 無処 理 血 清含有培地で 培養 した場合 ,

E 2 お よび T 添力口で ほ ホ ル モ ン 無添加 対照 群 (対照

群) に 比 べ て 軽度の 細胞増殖抑制効果 が認め られ た ▲ デ キ ス ト ラ ン ･ チ ャ コ ー ル 処理 血 清含有培地で は , 対照群 に 比 べ て E 2 と

D H A の 細胞増殖促進作用 を認め た が
,

E 2 の 促進効果 が 10~ 1 1
M か ら 10- 6

M の 広 い 濃度範囲で 認め られ たの に 対 し
,

D H A の

促進効果は高濃度 の 10
- 6
M に お い て の み に 限定 して 認め られ た ･ T 添加 で は有意の 変動を 示 さ な か っ た . D H A l O- 6

M 濃度 を

中心 と した他 ス テ ロ イ ド各種濃度 との 併用 添加実験 で は
,
E 2 と D H A の 同時添加の 場合そ の 増殖促進効果は そ れ ぞれ単独の 場

合と ほ ぼ 同程度で あ っ た ･ E 21 0~ 島
M また ほ D H A l O- 6

M 単独添加時に 認 め られ た 増殖作用 は , T の 併用添加に よ り抑制 され た

が
, そ の 抑制程 度は E 2 + T と D H A + T 併用 両 群 で ほ 同程度で あ っ た . 無血清培地下 で ほ

,
E 2 と D H A の 増殖効果は デ キ ス ト

ラ ソ
ー チ ャ

コ ー ル 処理血清 含有培地使用時 と 同様 の 濃度 に お い て 認め られ た . こ れ に 対 し
,
T お よび P の 添加 で は細胞増殖抑

制効果が 認め られ , そ の 効果ほそ れ らの 添加濃度 の 上 昇に 伴 っ て 強い 抑制効果を 示 した . E 21 0
～ 8
M また ほ D H A l O- 6

M の 細胞増

殖促進効果は
, 低 濃度の P 併用 添加で さら に 促進 され

, 高濃度 の P 併用添加 で は 逆に 抑制 さ れ た . そ の P の 促進 お よ び抑制

の 程度 は E 2 + P と D H A + P の 両群では 同程度で あ っ た が
, 併用 の 場合に は P 単独添加と は 明 らか に 異な る細胞増殖 パ タ ー

ン

を示 した ･ な お
,
子宮体癌株細胞 R L 9 5 -2 で ほ

, 各種性 ス テ ロ イ ドの 添加 に お い て Z R 7 5 -1 に み られ た ような細胞増殖促進効

果ほ認め られ ず ,
E 2 ,

T お よ び P で ほ高濃度(1 0
- 5
M ) に お い て の み抑制効果が 認め られ た . 以上 の 結 果か ら , 乳癌 と子 宮体癌

細胞株 は
, 性 ス テ ロ イ ドに 対す る反応性 ほ異な るが

,
Z R 7 5 -1 の 場合 E 2 と高濃度の D H A ほ増殖促進的 に 作用 し

,
T と P ほ

抑制 的に 働くもの と考え られた ･ な お
, 腫瘍増殖 に 及ぼ す D H A ■な どの 副腎性 ア ン ド ロ ゲ ン の 影響に つ い て は

, 生体 内に おけ

る代謝や 問質細胞に 対す る影響 な ど総合的 に 究明す べ きもの と 思考された .

K e y w o rd s s e x st e r oid s
,
b r e a s t c a n c e r

･
e n d o m et rial c a n c e r

,
C e11 c u lt u r e

,
C ell g r o w t h

子 宮体癌 と乳癌ほ ともに ホ ル モ ン 依存性の 癌 で あり , そ の 発

生 と増殖 に は エ ス ト ロ ゲ ン (e s tr o g e n s) を ほ じめ とす る 女性 特

有の ホ ル モ ン 環境が 密接に 関連 して い ると考 えられ て い る . ま

た
,

両疾患 とも に 近年そ の 頻度 が増加 して い る と され
, 疫学的

調査か ら環境困子 とくに 脂肪摂取量 との 関連性が 指摘 され て お

り , ま た肥満
, 高血 圧 , 糖尿病 とい っ た疾患を 有す る患者に 多

い とされ て い る . さ らに , 子宮体痛 と診断された 患者の 場合に

は そ の 後乳癌の 合併す る頻度が 高 ぐ)2)

, 逆に 乳癌 の 診断 を 受 け

た 患者に は子 宮癌や卵 巣癌の 合併す る頻度 が高い と報告 され 共

通点も多 い
3 ト 6)

一 方 , 痛 感 者 に お い て ほ し ば し ば1 7 ケ ト ス テ ロ イ ド

(17 - k e t o s t e r oid s
,
1 7 - K S ) の 尿中排出量の 減少が み られ ると報告

され て い る . B u lb r o o k ら
6)
ほ乳癌患者に つ い ての 前方視的研究

(p r o s p e cti v e s t u d y) に お い て , 尿 中 副 腎 性 ア ン ド ロ ゲ ン

( a d r e n al a n d r o g e n s) 代謝物で あ る ア ン ド ロ ス テ ロ ン ( a n d r o
･

St e r O n e) や エ チオコ ラ ノロ ン ( e ti o c h ola n ol o n e) が 非癌対照 女性

群 に 比べ 有意に 低値 で あ っ た と報告 して い るが
, そ の 後の 報告

でちま異議を 唱え る意見も あり
, 今日 な お乳癌や 子 宮体癌と 副腎

性 ア ン ド ロ ゲ ン の 関連性 に つ い て 明 確な 結論 ほ 得 られ て い な

い
7 ト 10)

そ こ で
l 乳癌株細胞お よび 子宮体 癌株細胞の 増殖に 対する性

ス テ ロ イ ドの 影響 を検索す る目 的で ∴細胞培養系に お い て エ ス

ト ラ ジ オ ー ル ( e st r a di ol , E 2)
,

テ ス ト ス テ ロ ソ (t e st o s t e r o n e
,

T) ,
プ ロ ゲス テ ロ ン (p r o g e s t e r o n e

,
P) と副腎性 ア ン ド ロ ゲ ン で

あ るデ ヒ ド ロ エ ビ ア ン ド ロ ス テ ロ ソ (d e h y d r o e pi a n d r o s t e r o n e
,

D H A ) の 腫瘍細胞増殖に 及 ぼす効果 を比較検討 した .

平成 5 年1 2月1 3 日受付 , 平成 6 年1 月 4 日受理

A b b r e vi a tio n s : 1 7 - K S
,
1 7 戊e t o s t e r oid s ; D C C - F B S

,
d e x t r a n c o at e d c h a r c o al t r e at e d f e t al b o vi n e s e r u m ; D/ F

M
･
D ulb e c c o

'

s rn O difi ed E a g le
,

s m e di u m n ut rie n t m ix t u r e F J1 2 H a m ; D H A
,
d e h y d r o e pi a n d r o st e r o n e ; D H A - S

,

d e h y d r o e pi a n d r o st e r o n e - S ul f at e ; D M B A
,

7
, 1 2 - di m et h ylb e n z a n t h r a c e n e ; D M S O

, d i m e t h yls u lf o xid e ; E 2 ,



ホ ル モ ン 感受性細胞株に 対す る性 ス テ ロ イ ドの 増殖作用

材料お よび方法

Ⅰ . 培養細胞

実験 に 用 い た樹立 株細胞 (e s t a b lis h e d c e u li n e) は乳癌細胞株

Z R 7 5
-

1 株( 大日本製薬 , 大阪) と子 宮体癌細胞株 R L 9 5 - 2 株(大

日本製薬) で ある .

Z R 7 5 -1 株は
,
1 97 8年 に E n g el ら に よ り樹立報告された 細胞

株であ り
,
進行乳癌女性 の 腹水か ら採取 され た 浸潤 性乳管痛

(i nfiltr a ti n g d u c t al c a r ci n o m a) を 起源と して い る
1 =

. 購入時 の 世

代数は96 世代で あ っ た .

R L 9 5 -2 株は
,
1 9 8 3 年 に W a y ら に よ り樹立 報告さ れ た細胞株

で あ り , 子 宮 休 部 中 等度 分 化 型腺 扁 平 上 皮 癌 ( m o d e r a t ely

diff e r e n ti a t ed a d e n o s q u a m o u s c a r ci n o m a) を 起源と して い る
ほ)

.

購入 時の 世代数 は144 世代で あ っ た .

‡ . 培 地

1 .
ロ ズ ウ ェ ル パ

ー

ク メ モ リ ア ル イ ン ス テ ィ チ ュ
ー ト1 6 40

(R o s w eII P a rk M e m o ri al I n s tit u t e
-1 6 40 , R P M I-1 6 4 0) 培地

R P M I-1 6 4 0 粉末培地 は Fl o w (S c o tl a n d
,
U . K .) よ り購入 し

,

イ オ ン 交換樹脂 に て 精製 し さ らに 3 回 蒸留 した 水に て溶解 し
,

これ に 炭酸水素ナ ト リ ウ ム 水溶液(s o d i u m bi c a r b o n a t e
, 大塚製

薬 , 東 京) を 1 .2 m g/ m l
, 硫 酸 カ ナ マ イ シ ン (k a n a m y ci n

s ulf a t e
, 萬有製薬

,
東京) を 1 0 0FL g/ m l お よ び H E P E S (和光純

薬工 業 , 大阪) を 2 .3 8 m g/ m l (1 0 r n M ) の 割 合で加え た . p H 7 .2

に 調整 した 後,
メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー (孔径 0 .2 2 〟肌 C o r ni n g ,

N e w Y o r k
,
U .S . A .) を 用 い て減圧濾過 滅菌 した .

なお
,

こ の 培地に ほ p H 指示 薬 と し て終濃度 5 p g/ m l の フ ェ

ノ ー ル レ ッ ド( p h e r1 0i r e d) が 含ま れて い る .

2 . 1 0 % あ る い は 5 % 牛胎 児 血 清 (f e t al b o vi n e s er u m
,

F B S) 加 R P M I -1 6 4 0 培地

F B S ( G ib c o L i m it e d
,
S c otla n d

,
U . K .) を 非働化せ ず に10 % あ

る い は 5 % 濃度 で 前記 の R P M I-1 6 4 0 培地 に 添加 して 作成 した .

3 . 5 % デ キ ス ト ラ ン
･ チ ャ コ

ー

ル 処理 (d e x t r a n c o a t e d

C h a r c o al t r e a t m e n t
,
D C C )- F B S 加 R P M I-1 6 4 0 培地

D C C は D a r b r e ら
13)

の 方法に 準 じて行 な っ た
, す なわ ち , デ

キ ス ト ラ ソ (d e x t r a n T,7 0 , F a r m a ci a
,
U p s al a

,
S w e d e n ) 0 .1 g と

チ ャ
コ ー

ル ( N o rit A
, 和光純薬工 業) 1 g を リ ン 酸緩衝塩水 溶液

(p h o s p h at e
- b u ff e r e d s ali n e D ulb e c c o

'

s f o r m ul a w ith o u t

m a g n e si u m a n d c al ci u m
,
P B S) (大日 本製薬) に 混ぜ ,

こ れ を 毎

分250 0 回 転10 分間遠心 し
, そ の 上 清を 捨て た 後 F B S l O O m l を 加

え て , 5 5 ℃ の 恒温槽内 で30 分間携拝 し なが ら血 清に 含 まれ る 内

因性 ス テ ロ イ ドを除去 した . 再度遠心 し
,

そ の 上清 を メ ソ ブ ラ

ン フ ィ ル タ ー

を用 い て濾過滅菌 した .
こ れ を 分割 して

,
そ れ ぞ

れ を
-

8 0 ℃ で凍結保存 し
, 使用 時に 5 % 濃度 で R P M ト1 6 4 0 培

地に 添加 して用 い た .

なお
,

処 理後 の 血 清中ホ ル モ ン 濃度 を ラ ジオ イ ム ノ ア ッ セ イ

(r ad i oi m m u n o a s s a y) ( B M L
, 東京) 法 で 測定 した と こ ろ

,
E 2 ほ

1 0 p g/ m l 未満 ,
T は 5 .O n g/ dl 未満

,
プ ロ ラ ク チ ン は 0 .5 n g/

m l 未満 ,
P

､

は 0 .1 n g/ m l 未満 ,
D H A は 0 .2 n g/ m l 未満 とそれ

ぞれ 測定感度 以下で あ っ た .

4 . 無血清培地

109

無血 清培地 と して使用 した最少 必 須 培地 ( m i ni m al e s s e n ti al

rn e d i u m
,

M E M ) ダ ル ベ
ッ

コ ･ ハ ム F 1 2 等 比 混 合 培 地

( D ulb e c c o

'

s m o difi e d E a gl e

'

s m e di u m n u tri e n t m i x t u r e F-1 2

H a m , D / F M ) ほ Si g m a (S t . L o ui s , M o . , U .S . A .) よ り購入 し

た . な お ,
こ れ に ほ 終演度 8 . 餌g/ m l の フ ェ ノ

ー ル レ ッ ドと

15 m M の H E P E S が 含 ま れ て い る .
D/ F M の 作 成 は

R P M I -1 6 4 0 培地作成 の 時と 同様 に 蒸留水 で溶解 し
, 炭酸水素ナ

ト リ ウ ム 1 .2 m g/ m l
, 硫酸 カ ナ マ イ シ ン 1 0 恥g/ 血 の 割合で 加

え た . 使用直前に 牛膵由来イ ン ス リ ン (b o v in e i n s uli n
,
S ig m a) ,

ト ラ ン ス フ ェ リ ン (tr a n sf e rr in ,
S i g m a) ,

亜 セ レ ン 酸 ナ トリ ウ ム

( s o di u m s el e nit e
,
S ig m a) . 牛血 清 ア ル ブ ミ ン (b o vi n e s e r u m

alb u m in
, 新 田 ゼ ラ チ ン

, 東京) を そ れ ぞれ 終 濃度 が 1FLg/ m l
,

5 F唱/ m l , 2 5 n M , 1 m g/ m l に な る よ う に 添加 した .

Ⅲ . 実験操作

1 . 継代培養

購入 した細胞 を , ま ず37 ℃
, 5 % 炭酸 ガス

, 9 5 % 空気 の 条件

下 の 炭 酸 ガ ス 培 養 器 ( m o d e1 31 5 7
,
F o r m a S ci e n tifi c I n c

リ

M a ri e tt a
,
O hi o , U .S . A .) で

,
1 0 % F B S 加 R P M I q1 6 40 培地を 使

用 し て 培 地 を 交換 し な が ら増 殖 せ し め た . 細 胞 が 定 常 期

( s t a ti o n a
.
r y p h a s e) と な っ た段 階で , 培養液 を0 . 0 2 % エ チ レ ン ジ

ア ミ ン 四 酢酸 ニ ナ トリ ウ ム ( e th yl e n e d ia mi n e te t r a a c e ti c a cid
,

E D T A
, 和光純薬工 業) 加 P B S に 置換静置 し

, そ の 後こ れ を 捨

て 0 . 2 5 % ト リ プ シ ソ (tr y p si n) ( Dif c o L a b , D e tr oit
,
M i c hig a n

,

U .S . A .) 加 P B S を 加え て細胞分散を 行な い 継代培養 した . 分散

した 細胞 の 一 部は
,
1 0 % F B S 加 R P M ト16 4 0 培地に10 % 濃度で

ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド(d i m e th yl s ulf o xid e
,
D M S O ) (Si g m a) を

加え た 保存液で 凍結 させ て液体窒素中に保存 した .

ホ ル モ ン 添加実験 に 際して は
,

ま ず保存 した 細胞を急速解凍

し
,
1 0 % F B S 加 R P M I-1 6 4 0 培地 で 希釈後遠心 し

,
同培地 で 浮

遊せ しめ フ ラ ス コ 内で 培養 した . D M S O の 影響 が と れ る ま で

適宜培地交換と 継代培養を繰 り返 し
, 最低8 世代経過後 に 実験

に 供 した . また
, 長期の 継代培養 に もと ずく株細胞の 変化を 極

力少な く するた め に
, 解凍後24世代以内の 細胞 を使用 した .

2 . ホ ル モ ン 添加実験

10 % F B S 加 R P M ト16 4 0 培 地 を 使 用 し て 単 層 培 養 さ れ た

Z R 7 5-1 ある い は R L 9 5-2 細胞 を 0 . 0 2 % E D T A 加 P B S と

0 . 2 5 % ト リ プ シ ン を 用 い て 細胞分 散し
, 位相差顕微鏡に て 概ね

単個細胞 とな っ て い る こ と を確認 した後 ,
そ の 一

部を 用 い て 自

動血 球計算機 (C o ult e r C o u n t e r m o d el Z M
,
C o uI t e r E l e c t r o n-

ic s L i m it e d
,
L u t o n

,
U . K .) で 細胞 数 を 計 測 し た

. 残 り は

5 % D C C- F B S 加 R P M ト16 4 0 培地 で 希釈 し て 5 × 10
4

～ 1 × 1 0
5

個/ m l の 細 胞濃度 と し
,
2 m l ず つ プ ラ ス チ ッ ク 製 ベ ト リ 皿

(F alc o n N o . 3 0 1 3 , B e c t o n D ic ki n s o n , N e w . J e r s e y , U .S . A .) に 分

注 して , 炭酸ガ ス 培養器 に 静 置 した .
こ れ を培 養開始 日 と し

た . 培 養2 日 目 に 5 % D C CTF B S 加 R P M IT1 6 4 0 培地 を 除去 し

て
t あ らか じめ エ タ ノ ー ル に 溶解 し作成 して お い た E 2 ,

T
,
P

,

お よ び D H A 各種 ス テ ロ イ ド(す べ て Si g m a よ り購入) を , そ

れ ぞ れ の 実 験 に 際 し て 5 % F B S 加 R P M Ir1 6 4 0 培 地 ,

5 % D C C -F B S 加 R P M I -1 6 4 0 培地 ま た ほ無血 清培地 に 混合 し
,

こ れに 置換 した . 2 ～ 3 日毎に
, 新 た に作成 した ス テ ロ イ ド添

e st r a di ol ; E D T A
,

e t h yl e n e di a m i n e t e tr a a c etic a cid ; F B S
,

f e t al b o vi n e 】S e ru
･

m ; P
, P r O g e St e r O n e ; P B S

,

p h o s p h at e
- b uff e r e d s alin e ; R P M I -1 6 4 D

,
R o s w ell P a r k M e m o rial I n s tit u t e ,1 6 40 ; T

,
t e S t O S t e r O n e ; 対 照群 ,

ホ ル モ

ン 無添加対照群
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加培地で 培養液 の 交換 を 行な い な が ら細胞増殖に 及ば す各種 ス

テ ロ イ ドの 影響を検索 した . 各計測日 に 細胞を ベ ト リ皿 よ り分

散させ ∴細胞数を計測 した .

な お t 予備実験に お い て各種 ス テ ロ イ ドの 溶解 に 用 い た エ タ

ノ ー ル は0 .1 また は0 . 2 % の 割 合で各培地に 添加 した 場合 , そ の

増殖曲線 は エ タ ノ ー ル 未添加の 場合 と
一 致 して お り ,

0 . 2 % 以

下の エ タ ノ ー ル は そ の 増殖 に 影響 しな い こ と を 確認 した . ま

た
, 同

一

の 実験を そ れ ぞれ 2 回 以上 行な い
,

そ の 再現性 に つ い

て検討 した .

Ⅴ . 統計学 的検討

各 実 験 の 有 意 差 検 定 に ほ
,

バ ー ト レ ッ ト 検定 (t e st f o r

h o m o g e n eity of v a ri a n c e
,
B a r tl e tt t e s t) に て各群の 分散が均 一

で あ る こ と を 確 認 し た 後 ,

一

元 配 置 分 散 分 析 (o n e w a y

a n aly si s of v a ri a n c e . A N O V A ) を行 な っ た . さ ら に
,

チ
エ

ー

キ
ー

(T u k e y) 法ま た は ボ ン フ ェ ロ
- ニ (B o nf e r r o ni) 法に よ る 多

重比 較検定法( m u ltipl e c o r n p a ri s o n t e s t) を 用い て 各群の 比較を

行な っ た . な お , 有意水準を 5 % 未満と した .

成 績

Ⅰ . Z R 7 5 - 1 株お よび R L 9 5 -2 株の 細胞増殖速度

1 . Z R 7 5 - 1 株

Z R 7 5 -1 扶を 1 0 % F B S 加 R P M I -1 6 4 0 培地お よ び 5 % F B S 加

R P M ト16 4 0 培地 中で17 日間培養 した と こ ろ
, 細 胞数 は 指数関

数的に 増加 し
, そ の 倍加時間(d o u bli n g ti m e) は そ れ ぞれ約60 時

間 と 約9 0 時 間 で あ っ た ( 図 1 ) . ま た ,
こ の Z R 75 -1 株 を

0 5 1 0 1 5 2 0

D a y s of c ult u re

F i g . 1 . G r o w th c u r v e s of Z R 7 5 -1 c ell s c u lt u r e d i n th e

p r e s e n c e of l O % f e t al b o vi n e s e r u m (F B S) R o s w ell P a r k

M e m o rial 工n s tit u t e
-1 6 4 0 (R P M ト16 4 0) ( ○) ,

5 % F B S

R P M I -1 6 4 0 ( □) ,
a n d 5 % d e x tr a n c o a t ed c h a r c o al ( D C C)

tr e a t e d F B S R P M I-1 6 4 0 ( ●) . Z R 7 5-1 c ell s (1 ×1 0
5

c ell s/
m l) w e r e s e e d e d o n t o 3 5 m m di s h e s i n 2 m l m e d iu m . T h e

m e di u m w a s r e m o v e d 3 d a y s l a t e r .
a n d c ell s w e r e

i n c u b a t ed wi th th e i n d i c a t e d m e di u m . M e d i u m c h a n g e s

W e r e e V e r y 3 d a y s th e r e af t e r . E a c h v al u e r e p r e s e n ts th e

▼m e a n df tripli c a t e c u lt u r e di s h e s . S t a n d a rd d e vi a tio n s

w e r e l e s s th a n 5 % .

5 % D C C q F B S 加 R P M ト1 6 4 0 培地 で 培養 した場合 の 細胞 の 倍加

時 間は13 ～ 1 5 日 間と増殖 の 遅延が み られ た が
,

こ の 場合 に お い

ても実験期間中の 細胞数 ほ指数関数的に 増加するも の と みな さ

れ た (図1 ) .

2 . R L 9 5 -2 株

R L 9 5-2 株 を 1 0 % F B S 加 R P M I-1 6 4 0 培 地 ,
5 % F B S 加

R P M ト16 4 0 培地お よ び 5 % D C C - F B S 加 R P M I-1 64 0 培地 中 で

1 7 日 間培養 した と こ ろ
,

そ の 細胞数 の 増殖曲線ほ 図 2 に 示す ご

と くで あり , 培養 2 日 間ま で は遅延期 (I a g p h a s e) , 2 日 日か ら

8 日 目 ま でほ 対数増殖期(l o g a rith m i c g r o w th p h a s e) , 1 4 日 目 以

降 は 定常期 と み な さ れ た . 対数増 殖 期に お け る 倍 加 時 間 は

1 0 % F B S 加 R P M I -1 64 0 培 地 約28 時 間 ,
5 % F B S 加 R P M I-

1 6 4 0 培地28 時 間,
5 % D C C - F B S 加 R P M I -1 6 4 0 培地 中で ほ31 時

間で あ っ た .

こ れ ら の 増殖 曲線 に 関 す る成 績か ら , 今 回 の 実 験 で は
,

Z R 7 5 -1 殊 に 対 し て ほ 細 胞 接 種 後 8 日 目 ま た は1 1 日 目 に
,

R L 9 5 -2 株 の 場合 に は 8 日 目に
, 細胞数を 計測 し比較検討 した ,

Ⅰ . Z R 7 5 -1 株細胞の 細胞増殖に 及ぼす各種性 ス テ ロ イ ドの

影響

1 .
5 % F B S 加 R P M I -1 6 40 培地 に おけ る性 ス テ ロ イ ド投与の

影響

5 % F B S 加 R P M ト16 4 0 培地に お い て E 2 ,
T お よ び D H A 各

種濃度添加 の 細胞増殖に 及ぼす 影響 に つ い て 検討 した (囲3 ) .

ホ ル モ ン 無添加対照群 (対照群) に 比 べ
,

E 2 添加 で ほ 10~
10

M ,

1 0
~ g
M

, 1 0~
8

M , 1 0-
5

M , T 添 加 で ほ 10~
g

M ,
1 0~ 8

M
,

1 0- 7

M ,

1 0~ 6
M

,
1 0~ 5

M に お い て 細胞増殖の 抑制 が認 め られ た ( P < 0 .0 5

0 5 1 0 1 5 2 0

D a y s of c ultu r e

F ig , 2 . G r o w th c u r v e s of R L 9 5-2 c ell s c u lt u r e d in th e

p r e s e n c e of l O % F B S R P M I -1 6 4 0 ( ○) , 5 % F B S R P M I-
1 6 4 0 ( □) ,

5 % D C C -

F B S R P M I -1 6 4 0 ( ○) . R L 9 5-2 c e11 s

(1 ×1 0
5

c e11 s/ m I) w e r e s e e d e d o n t o 3 5 m m d i sh e s i n 2 m l

m e d i u m . T h e m e d i u m w a s r e m o v e d 2 d a y s l a t e r
,

a n d

c ell s w e r e i n c u b a te d w ith i n di c at e d m e di u m . M ed i u m

Ch a n g e s w e r e e v e ry 3 d a y s th e r e a_f t e r . E a c h v al u e

r e p r e s e n ts th e m e a n o f tripli c a t e c ult u r e di sh e s . S t a n d a r d

d e vi a ti o n s w e r e l e s s th a n 5 % .
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ホ ル モ ン 感受性細胞株 に 対する性 ス テ ロ イ ドの 増殖作用

D H A ( M)
Fig . 3 . E ff e ct of i n c r e a si n g c o n c e n tr a ti o n s of s t e r oid s o n

th e p r olif e r a ti o n of Z R 7 5,1 c ell s i n 5 % F B S R P M I -1 6 4 0 .

C e11 s w e r e pl a t e d a t a n i n itial d e n sity o f l x l O
5

c e11s/ 3 5 m m

C ult u r e di sh i n 5 % D C C- F B S R P M ト16 4 0 . A f t e r 2 d a y s
,

e s tr a d i ol ( E 2) ( A ) ,
te S t O S t e r O n e ( T) (B) ,

O r d e h yd r o-
e pi a n d r o st e r o n e (D H A) ( C) w a s a d d e d w it h 5 % F B S

R P M I-1 6 4 0 a t th e i n d ic a t e d c o n c e n tr a ti o n s . C ell n u m b e r s

W e r e d e te r mi n ed ･

af t e r l l d a y s wi th a C o ult e r C o u n t e r .

C o n tr oI c o n sis t e d of v eh i cl e al o n e . E a c h v al u e r e p r e s e n t s

th e m e a n of tri plic a t e d e t e r mi n a ti o n s 土S D . S t a ti sti c a u y

S lg nifi c a n t d iff e r e n c e f r o m th e c o n tr ol : + ,
P < 0 .0 5 ; *

,

P < 0 .0 1 .
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D H A ( M)
F ig . 4 . E ff e c t of i n c r e a si n g c o n c e nt r a ti o n s of st e r oid s o n

th e p r olif e r a ti o n of Z R 7 5 -1 c e11 s i n 5 % D C C - F B S R P M ト

1 6 4 0 . C e11s w e r e pl a t e d at a n i niti al d e n sity of l x lO
5

c e u s/ 3 5 m m c u lt u r e dis h i n 5 % D C C - F B S R P M I -1 6 4 0 .

A ft e r 2 d a y s
,
E 2 ( A ),

T ( B) ,
O r D H A ( C) w a s a d d e d w ith

f r e sh m e di u m at th e i n d ic a t e d c o n c e n tr a ti o n s . C e11

n u m b e r w e r e d e t e r m i n e d af t e r l l d a y s . C o n tr oI c o n sis t e d

Of v e hi cl e al o n e . E a c h v alu e r e p r e s e n t s th e m e a n of

tripli c a t e d e t e r m in atio n s ±S D , S t a tis ti c ally s l g n ific a n t

d iff e r e n c e f r o m th e c o n tr ol : +
,
P < 0 .0 5 ; *

,
P < 0 .01 .
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F ig . 5 . E ff e c t of in c r e a si n g c o n c e n t r a ti o n s of E 2 0 n th e

p r olif e r a ti o n of Z R 7 5 -1 c ell s c ult u r e d i n th e p r e s e n c e of

D H A (1 0.
6
M ) i n 5 % D C C - F B S R P M I -1 6 4 0 . C ell s w e r e

pl a t e d a t a d e n sity of l X l O
5

c ell s/ 3 5 m m c ul tu r e di s h i n

5 % D C C - F B S R P M I -1 6 4 0 . A f t e r 2 d a y s
,
E 2 W a S a d d e d

w ith f r e s h m e d i u m a t th e i n d ic a t e d c o n c e n tr ati o n s in th e

p r e s e n c e of D H A (1 0r
6

M ) (fi n al e th a n oI c o n c e n tr a ti o n :

0 .2 % ) . C ell n u m b e r s w e r e d e t e r m i n e d af t e r l l d a y s ( ●) .

0 ,
th e s a m e d a t a p r e s e n te d at F ig ■ 4 A . E a c h p o in t a n d

b a r r e p r e s e n t s th e m e a n of tri pLic at e d e t e r m i n a ti o n s 土S D ･

S t a ti s tic all y si g n ifi c a n t diff e r e n c e f r o r n th e c o n t r ol : + ,

P < 0 .0 5 ; *
,
P < 0 .0 1 ; C ells tr e a t ed w ith E 2 + D H A (1 0

- 6

M )

v s . c ells tr e at e d w ith D H A (1 0~
6

M ) al o n e .

4
(

毒
P
＼

も

互
｣

¢
q

∈
コ
U

ニ

む

0

3

2

1

0

T ( M)
Fig . 6 . E ff e c t of i n c r e a si n g c o n c e n tr a tio n s of T o n th e

p r olif e r a ti o n of Z R 7 5 -1 c ells c t llt u r e d i n th e p r e s e n c e of

E 2 (1 0
~ 8

M ) i n 5 % D C C - F B S R P M I -1 6 4 0 . C e11 s w e r e pl a t e d

a t a d e n sit y of l x l O
5

c ell s/ 3 5 m m c ult u r e d i sh i n 5 %

D C C - F B S R P M I -1 6 4 0 . A f t e r 2 d a y s
,

T w a s a d d e d w ith

f r e sh m e di u m a t th e i n di c a t e d c o n c e n tr a ti o n s i n th e

p r e s e n c e o‡ E 2 (1 0
- 8

M ) (fi n al e th a n oI c o n c e n tr a ti o n : 0 .2 % ) .

C e11 n u m b e r s w e r e d e te r m i n e d af t e r l l d a y s ( ●) . 0 ,
th e

S a m e d a t a p r e s e n t e d a t Fi g . 4 B . E a c h p oi n t a n d b a r

r e p r e s e n t s th e m e a n of t ri plic at e d e t e r mi n a ti o n s ±S D .

S ta ti sti c ally sig nifi c a n t diff e r e n c e f r o m th e c o n tr ol : + ,

P < 0 .0 5 ; *
, P < 0 .01 ; C ells tr e a t e d w ith i n d ic a t e d c o n c e n t -

r a ti o n s of T i n th e p r e s e n c e of E 2 (1 0
~ 8

M ) v s . c e u s

tr e a t e d wi th E 2 (1 0
, 8

M ) al o n e .

また ほ P < 0 .01) . D H A 添加 で ほ 10J 川
M ～ 1 0

~ 6
M で は変化を 認

め ず ,
1 0

~ 5
M に お い て の み 抑制が 認め られ た (P < 0 .01) .

2 . 5 % D C C - F B S 加 R P M I -1 6 4 0 培地 に お ける性 ス テ ロ イ ド

添加の 影響

1 ) 性 ス テ ロ イ ド単独添加の 影響

5 % D C C - F B S 添加培地中に E 2 ,
T お よび D H A を種 々 濃度で

添加培養 した とき の 細胞数の 変動 を図 4 に 示 した . E 2 添加群で

ほ
, 対照群 に 比 し

,
1 0

~

- 1
M ～ 1 0~ 6

M で 有意の 増加(P < 0 .0 5 また

は P < 0 .01) , 1 0~
5

M で は 逆に 減少 が認 め られ た (P < 0 .01) .
こ れ

に 対 し, T 添加群 で は ,
1 0

~ 1 0
M ～ 1 0~ 5

M で 差は 認め られ なか っ

た . D H A 添加群で は
,
1 0~ S

M の ときの み に 有意 の 増加 が 認め

られ た (P < 0 .01) .

2 ) 性 ス テ ロ イ ド2 剤併用 添加 の 影 響

E 2,
T

, D H A の うち 2 種塀を 同時に 添加 した ときの 細胞 増殖

に 及ぼす影響に つ い て検討 した .

i . D H A (1 0-
6
M ) と各種 濃度 E 2 の 併用 添加

一

定の 濃度の D H A (1 0~ 6
M ) に

,
1 0

~ 11

M ～ 1 0
～ 5

M の E 2 を併用

添加 した と きの 細胞数 の 変動を 図 5 に 示 した . な お , 比較の た

め に 図 4 に 示 した E 2 単独投与の 成績を併 記 した .

1 0
~ 6
M の D H A 単独添加に よ り, 対照群 に 比 し細胞数の 有意

の 増加が 認め られ た が
,

こ の 濃度 の D H A に E 2 を 1 0~
12

M ～

1 0
～ 5

M の 各種濃度 で 同時併用 添加 した と こ ろ , 1 0-
9

M の E 2 併用

添加に よ り細胞数は 有意に 増加 し(P < 0 .0 5) ,
1 0~ 5

M の E 2 併用添

加で は逆 に 減少 した (P < 0 .Ol) . なお
,
1 0~ 5

M の E 2 併用添加群

に み られ た 細胞数の 減少の 程度 は
,
1 0

~ 5
M のE 2 単独添加群に み

られ た細胞数の 減少と 同程度 で あ っ た .

ii .
E 2 (1 0~

8
M ) と各種濃度 T の 併用 添加

一 定の 濃度の E 2 (1 0- 8
M ) に

,
1 0- 10

M ～ 1 0~ 5
M の T を併用 添

A
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Fi g . 7 . E ff e c t of i n c r e a si n g c o n c e n tr a ti o n s o壬 T o n th e

p r o 旧 e r a ti o n of Z R 7 5 -1 c e11 s c u lt u r e d i n th e p r e s e n c e of

D H A (1 0
~ 6

M ) i n 5 % D C C- F B S R P M I-1 6 4 0 . C ell s w e r e

pl a t e d a t a d e n sity of l X l O
5

c e u s/ 3 5 m m c u lt u r e di s h i n

5 % D C C - F B S R P M I -1 6 4 0 . A ft e r 2 d a y s
,

T w a s a d d e d

w ith f r e s h m e d i u m a t th e i n di c a t e d c o n c e n tr a ti o n s in th e

p r e s e n c e of D H A (1 0
~ 6

M ) (fin al e th a n oI c o n c e n tr a ti o n ;

0 .2 % ) . C ell n u m b e r w e r e d e t e r mi n e d af te r l l d a y s ( ○) .

0 ,
th e s a r n e d a t a p r e s e n t e d a t F ig . 4 B . E a c h p oi n t a n d

b a r r e p r e s e n ts th e m e a n of tripli c a t e d e t e r mi n a ti o n s ±S D .

S t a ti sti c a u y si g nifi c a n t diff e r e n c e f r o m th e c o n tr ol : *
,

P < 0 .0 1
,

C ell s t r e a t e d wi th i n d ic a t e d c o n c e n tr a ti o n s of T in

th e p r e s e n c e o f D H A (1 0-
8

M ) v s . c ell s tr e a t e d w ith･ D H A

(1 0
~ 6

M ) alo n e .



ホ ル モ ン 感受性細胞株に 対する性 ス テ ロ イ ドの 増殖作用

加 した と きの 細胞数 を図 6 に 示 した . なお , 比較 の た め に 図 4

に 示 した T 単独投与 の 成績を併記 した .

1 0~
8
M の E 2 単独添加に よ り , 対照群 に 比 して 細胞数 の 有意の

増加が 認め られ た が
,

こ の 濃度の E 2 に T を 10-
10

M ～ 1 0
- 5

M の

各種濃度 で 併用添加 した と こ ろ
,
1 0~

9

M ～ 1 0-
5

M の T 併用 添加

に よ り有意 に 減少 した ( P < 0 .0 5 ま た ほ P < 0 .01) . 1 0山5
M の T

濃度で の 細胞数は
,
T 単独添加群の ときと 同程度 で あっ た .

iii .
D H A (1 0~ 8

M ) と各種濃度 T の 併用添加

一 定 の 濃度 の D H A (1 0.
6
M ) に

,
1 0▼

10

M ～ 1 0▼5

M の T を併用

添加 した とき の 細胞数を 図7 に 示 した . な お , 比較の た め に 因

4 に 示 した T 単独投与の 成績を 併記 した .

1 0-
6
M の D H A 単独添加に よ り , 対照群に 比 し細胞数の 有意

の 増加が 認め ら れた が
,

こ の 濃度 の D H A に T を 10~ 川
M ～

1 0- 5
M の 各種 濃度 で 併用 添加 した と こ ろ ,

1 0¶g

M ～ 1 0
~ 5
M の

T 併用添加 に よ り有意に 減少 した ( P < 0 .01) . 1 0~ 5
M の T 濃度

に おけ る細胞数ほ
,

T 単独添加群の 場合と 同程度で あ っ た .
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3 . 無血 清培地 に お ける性ス テ ロ イ ド投与の 影響

1 ) 性 ス テ ロ イ ド単独添加の 影響

無血清培地下で の 細胞増殖に 及 ぼす E 2 ,
T

,
P お よび D H A の

種 々 濃度添加の 影響に つ い て 検討 した (図 8) . 対照群に 比べ
,

E 2 添加 で は
t
l O~ ‖

M
,
1 0L 10

M
,
1 0- 9

M
,
1 0~ 8

M に お い て 細胞数 の 増

加 が認め られ (P < 0 .01) , 1 0
- 5
M で は減少が 認め られ た . こ れ に

対 L
,

T 添加で は 10~
10

M ～ 1 0~
5

M , P 添加 で ほ 1 0- 9

M ～ 1 0
~ 5

M

に お い て ス テ ロ イ ドの 添加濃度の 上昇 に 伴 っ て細胞数の 減少が

認め られ た . D H A 添加で は
,
1 0~ 6

M お よ び 1 0- 5
M に お い て の

み 細胞数の 増加が 認め られ た (P < 0 .01 また ほ P < 0 .0 5) .

な お , 各種濃度 D H A 添加それ ぞれ の 細胞増殖曲線は , 園 9

に 示 すご とく で あっ た . D H A 非添加対照群 でほ
, 約 2 日 の 遅

延期 の 後増殖 を 開始 し
, 指数 関数的 に 細 胞数 が 増 加 した .

D H A を添加 した 場合
,
1 0¶

6

M の 8 日目
,
1 1 日冒 に の み 有意の

増加が 認め られ た (P < 0 .0 1) .

2 ) 性ス テ ロ イ ド併用添加の 影響
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P ( M) D H A ( M)
Fi g . 8 . E ff e c t of i n c r e a si n g c o n c e n tr a ti o n s of s t e r oid s o n th e p r olif e r a ti o n of Z R 7 5-1 c ells i n s e r u m -f r e e

,
h o r m o n e

-

S u p pl e m e n t e d

m e d i u m (i n s u l in
,
tr a n Sf e r ri n

,
S el e n it e

,
b o vi n e s e r u m alb u m i n) . C ells w e r e pl a t e d at . a n i niti al d e n sit y of l x l O

5
c ell s/ 35 m r n

C ult u r e di sh i n 5 % D C C , F B S R P M I -1 6 4 0 . A f t e r 2 d a y s
,
th e m e di u m w a s c h a n g e d f o r s e r u m f r e e m e d iu m c o n tai n i n g th e

i n di c a.t e d c o n c e n tr a ti o n s of E 2 ( A ) ,
T ( B) , p r O g e S t e r O n e (P ) (C),

O r D H A (D ) . C ell n u m b e r s w e r e d e t e r m i n e d af te r 8 d a y s .

C o n tr oI c o n sis t e d of v eh i cl e alo n e . E a c h v al u e r e p r e s e n ts th e m e a n of tripli c a te d et e r m i n a ti o n s 土S D . S t a ti岳ti c all y sig n ifi c a n t

diff e r e n c e f r o m th e c o n tr ol : + , P < 0 .0 5 ; *
, P < 0 .01 .
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i . E 2 (1 0~
8
M ) と各種濃度 P の 併用添加

無血清培地下で
一

定濃度の E 2 (1 0▼8
M) に 1 0一一O

M ～ 1 0- 5
M の

P を併用添加 した と きの 細胞数を 図10 に 示 した . な お
, 比較 の

た め に 図8 に 示 した P 単独投与の 成績を 併記 した .

1 0~ 8
M の E 2 単独 添加 に よ り , 対照群に 比 し有意 の 細胞数 の 増

加 が認め られ た が
,
' こ の 濃度の E 2 に P を 10~ 10

M ～ 1 0-
5

M の 各

種濃 度で 同 時併用 添加 した と こ ろ
,
1 0~ 9

M
,
1 0

~ 8
M

,
1 0~ 7

M の

P 併用 添加 に よ り 細 胞数 は 有 意 に 増 加 し ( P < 0 .01) , 逆 に

10
- 5
M で は減少 した (P < 0 .01) . また , 1 0.

5

M の P 濃度で の 細

胞数は P 単独添加群 に み られ た場合 と同額度で あ っ た .

ii . D H A (1 0
-

6
M ) と各種濃度 P の 併用 添加

無血 清培地下で
一 定 濃度 の D H A (1 0- 6

M ) に 1 0~ 一O
M ～ 1 0

~ 5
M

の P を 併用添加 した ときの 細胞数を 図11 に 示 した . な お
, 比較

の た め に 図8 に 示 した P 単独投与の 成績 を併記 した .

1 0嶋
6

M の D H A 単独添加に よ り , 対照群に 比 し細胞数の 有意

に 増加が認め ら れ た が
,

こ の 濃度 の D H A に P を 10檜10
M ～

1 0~ 5
M の 各種濃度で 同時併用添加 した と こ ろ

,
1 0~

9

M
,
1 0▼8

M
,

1 0~ 7
M の P 併用添加 に よ り細胞数が 有意に増加 し(P < 0 .0 1) ,

逆に 10~
S

M で は減少 した (P < 0 月1) . また
,
1 0~ 5

M の P 濃度 で

の 細胞数ほ P 単独添加群に み られ た場合 と同程度 で あ っ た .

Ⅲ . R L 9 5 - 2 株細胞 の細胞増殖に及ぼ す各種性ス テ ロ イ ドホ

ル モ ン添加 の影響

1 . 5 % D C C - F B S 加 R P M I-1 6 4 0 培地に おけ る性 ス テ ロ イ ド

添加投与の 影響

5% D C C- F B S 添加培地に お ける細胞増殖 に 及 ぼ す E 2,
T お よ

び D H A の 種 々 濃度添加の 影響 に つ い て検討 した (圃1 2) . E 2 添

加で ほ
l 細胞数 ほ 10~ 12

M ～ 1 0▼6
M で 対照群と 同 じで ,

1 0~ 5

M で

の み有意の 減少を 認め た (P < 0 .O l) . T また は D H A 添加で ほ ,

1 0- 川
M ～ 1 0■S

M の 渡度範田で は対照群と の 間に 差 は認め られ な

か っ た .
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D a y s o† c ult u re

F ig . 9 . Ef王e c t of D H A o n th e c e11 g r o w th ki n e ti c s of Z R

7 5 -1 c ell s i n s e ru r n f r e e , h o r m o n e
-

S u p pl e m e n t e d m ed i u m .

C ell s w e r e i n itia lly pl a t e d a t l x 1 0
5

c ell s/ 3 5 m r n c ult u r e

di s h i n 5 % D C C - F B S R P M I -1 6 40 . A f t e r 2 d a y s , th e

m e dilユm W a S C h a n g e d f o r s e r u m f r e e m e di u m c o n t ai ni n g

th e i n di c a t e d c o n c e n tr a ti o n s of D H A . C o n tr oI c ells

r e c ei v e d th e e th a n ol v e h icl e al o n e (0 .1 % ) . ( ○ ,
C O n tr Ol;

○ ,
1 0- 10

M ; △
,
1 0

~

9
M ; ▲

,
1 0~ 8

M ; ◇ ,
1 0

d 7
M ; □,

1 0
~ 8

M ; 障, 1 0
~ 5

M ) . C ell s f r o m e a c h g r o u p w e r e h a r v e s t e d

a n d c o u n t e d . P oi n t s r e p r e s e n t m e a n o王 tripli c a t e d e t e r mi -

n a ti o n s . I n s e t
,
l o g a rith mi c c u r v e s of th e s a m e d a t a s .
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F i g ･ 1 0 . E ff e c t of i n c r e a si n g c o n c e n tr a ti o n s o f P o n th e

p r olif e r a ti o n o f Z R 7 5-1 c ells in th e p r e s e n c e of E 2 (1 0.
8

M ) i n s e r u m f r e e
,
h o r m o n e

-

S u p Pl e m e n t e d m e di u m . C ell s

W e r e pl a t e d a t a d e n sity l x l O
5

c ell s/ 3 5 m m c ult u r e d is h

i n 5 % D C C- F B S R P M I-1 6 4 0 . A f t e r 2 d a y s
,
P w a s ad d e d

W ith s e r u m Tf r e e r n e di u m a t th e i n di c a t e d c o n c e n tr a tio n s i n

th e p r e s e n c e of E 2 (1 0q
8

M ) (fi n al e th a n oI c o n c e n tr ati o n :

0 ･2 % ) ･ C e11 n u m b e r s w e r e d e t e r m i n e d af t e r 8 d a y s ( ◎) .

0 ,
th e s a m e d a t a p r e s e n t e d at F ig . 8 C . E a c h p oi n t a n d

b a r r e p r e s e n t s th e m e a n of tri pli c a t e d e t e r m i n a ti o n s 士S D .

S t a ti sti c a11 y sig nific a n t diff e r e n c e f r o m th e c o n t r ol : *
,

P < 0 .0 1
,

C ell s tr e a t e d w ith i n di c a t e d c oil C e n tr a ti o n s of P i n

th e p r e s e n c e of E 2 (1 0L
8

M ) v s . c elIs tr e a t e d wi t h E 2

(1 0~
8
M ) al o n e .
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P ( M )
Fig ･ 1 1 ･ E ff e c t of i n c r e a si n g c o n c e n tr a ti o n s of P o n th e

p r olif e r a ti o n of Z R 7 5 -1 c elIs i n th e p r e s e n c e of D H A

(1 0～
6
M ) i n s e r u m f r e e , h o r m o n e- S u P Pl e m e n t e d m e di u m .

C ell s w e r e pl a t e d a t a d e n sit y of l x l O
5

c ells/ 3 5 m m

C ult u r e di s h i n 5 % D C C -F B S R P M I -1 6 4 0 ･ A f t e r 2 d a y s
,
P

W a S a d d e d w ith s e ru m f r e e- m ed i u m a t th e i n di c at ed

C O n C e n tr a ti o n s i n th e p r e s e n c e of D H A (1 0
- 6

M ) (fin al

e th a n oI c o n c e n tr ati o n : 0 .2 % ) . C ell n u m b e r s w e r e d e t e r m ト

n e d af t e r 8 d a y s ( ○) ･ ○ , th e s a m e d a t a p r e s e n t e d at

F i g ･ 8 C ･ E a c h p oi n t a n d b a r r e p r e s e n t s th e m e a n of

tri pli c a te d e t e r m i n a ti o n s 士S D ･ S t a tis ti c ally sig n ific a n t

diff e r e n c e

.
f T O m th e c o n tr ol : *

,
P < 0 .01 , C ell s tr e a t e d wi th

i n di c a t e d c o n c e n tr ati o n s of P i n th e p r e s e n c e of D H A

(1 0
- 8

M ) v s ･ C ells tr e a t e d wi th D H A (1 0-
6
M ) al o n e .



ホ ル モ ン 感受性細胞殊に 対す る性 ス テ ロ イ ドの 増檀作用

2 . 無血 清培 地に おけ る性 ス テ ロ イ ド添加投与の 影響

無血 清培地下で
,
細胞増殖 に 及 ぼ す E 2,

T
,
P お よ び D H A の

種 々 濃 度添加 の 影響 に つ い て 検討 し た (図1 3) ･ E 2 (1 0- ‖
M ～

1 0- 5
M ) ,

T (1 0J
lO
M ～ 1 0- 5

M ) ,
P (1 0~

1 0
M ～ 1 0. 5

M ) の 単独添 加 で

は
t

い ずれ も 10▼5
M の 添加で細胞数 の 減少を 認め た が

,
これ 以

外の 濃度で は 有意の 変化 ほみ られ な か っ た . D H A 添加の 場合 ,

1 0~
川
M ～ 1 0~

5

M 濃度の 範囲 内で は そ の 影響 は 認 め られ な か っ

た .

考 察

近年 , 生活環境の 向上
,
生活習慣の 変化に 伴 い 疾病構造に 変

化が み られ る . 悪性疾患 の 雁病率を み た 場合, 女性 に お い て ほ

子宮頸癌 の 頻度ほ 減少 して い るが
, 従来日 本人で は少な い と み

られ て きた乳癌や 子宮体痛の 頻度が 増加 して きて い る . 現在,

乳癌の 発生率 ･

死 亡 率と もに 米国の 1 / 5 程度 で あ る が
, 近 い

将来女性 の 悪性腫瘡の 第
一 位 に な る で あろ う と 予 測 さ れ て い

る
14)

. また , 子宮体癌 の 罷患率は 日本 で ほ欧米諸国の 約1 / 6 程

度で ある が
, 子 宮頸癌に 対す る体癌の 割合は 都市部 を中心 に 増

加して い る
15)

. これ ら の 発生率の 変化 は女性 の 体格 の 向上
1 晩

婚化 , 少産化 , 食事習慣の 変化 など に 起因す ると考 え られ て お

り∴環境因子 とく に 脂肪摂取 量の 増加が 疫学的原因の 一

つ で あ
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D H A ( M)

11 5

ろ うと考 え られ て い る
=)16) 1 7l

一 方 , 子 宮体痛 およ び乳癌と性 ス テ ロ イ ドホ ル モ ン や 下垂体

性ホ ル モ ン と の 関連性に つ い て ほ
,
担病者と非癌対照者と の 間

に ほ 血 中ホ ル モ ン 値の 差が な い とす る報告
18)

もある が
,

エ ス ト

ロ ゲ ン が その 発生や 増殖 に 密接に 関与 して い る こ とが 指摘され

て お り
1g)

, 動物実験に お い て も子宮体癌 , 乳癌い ずれ も E 2 の 投

与 に よ り腫瘍増殖 が促進 され た とす る報告が多 い
抑

. 黄体 ホ ル

モ ン は
t

エ ス ト ロ ゲ ン の 作用に 括抗す ると され , 臨床的に も合

成 プ ロ ゲ ス ト ー ゲ ン ( p r o g e st o g e n) で ある酢酸 メ ド ロ キ シ プ ロ

ゲ ス テ ロ ソ ( m e d r o x y p r o g e st e r o n e a c e t a t e) の 大量投与 が 子宮

体癌や 乳癌に 有効と され用 い られ て い る . また
,
D H A

,
デ ヒ ド

ロ エ ビ ア ン ド ロ ス テ ロ ソ
ー サ ル フ ェ

ー

ト (d e h yd r o e pi an d r o ･

S t e r O n e
-

S ul f a t e
,
D H A -S) ,

ア ン ド ロ ス テ ン ジ オ ン ( a n d r o s t e n e
-

d i o n e) な どの 副腎性ア ン ド ロ ゲ ン や T との 関連性を 指摘 す る

報告もみ られ て い る
2112 2)

. そ の 他 , 乳癌 と蛋白ホ ル モ ン で ある プ

ロ ラ ク チ ン
,

メ ラ ト ニ ソ と の 関係を示 唆する報告もある
23)2 4)

D H A お よ び D H A - S に つ い て は 従来 よ り弱い ア ン ド ロ ゲ ン

作用を有す ると され
, 成人女性に お い ては そ の 大部分は 副腎に

由来 し
,

1 日産生量ほ 15 ～ 2 0 m g と ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 中で

ほ 最も多量に 産生 , 分泌され て い る
丁)2S)

. 血 中 D H A- S 値や尿中

1 7-K S 値 ほ加齢の 生化学的指標 に もな る とい わ れ
紬

,
また 末期

即

言
s

華
s

O
L

X

ご
む
q

∈
コ

u

ニ

¢

0

(
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4
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1

0

F i g . 1 2 . E ff e c t o f i n c r e a si n g c o n c e n tr a ti o n s of s t e r oid s o n

th e p r o lif e r a ti o n of R L 9 5 -2 c e11 s i n 5 % D C C - F B S R P M I-
1 6 4 0 . C ells w e r e pl a t e d a t a n i niti al d e n sity of l X l O

5

c ells/ 3 5 m m c ult u r e di s h i n 5 % D C C - F B S R P M I -1 6 4 0 .

A f t e r 2 d a y s , E 2 ( A ), T (B ), O r D H A ( C) w a s a d d e d wi th

f r e s h m e d iu m ?t th e i n d i c a t e d c o n c e n tr ati o n s . C e u

n u m b e r s w e r e d e te r m i n e d af t e r 8 d a y s . C o n tr oI c o n sis t e d

Of v e h i cle al o n e . E a c h v al u e r e p r e s e n ts th e m e a n of

tripli c a t e d e t e r mi n ati o n s 士S D . S ta ti sti c a11 y sig nifi c a. n t

diff e r e n c e f r o m th e c o n tr oト:■*
; P < 0 .O l .
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癌患者に お い て は こ れ ら の 値が 低 下 し て い る と 報告 され て い

る
27)2 8 )

. D H A お よび D H A - S の 生理 学的 ･ 病理学的意義 に つ い

て は 諸家 の 報告
7 榊 ト 31)

や 教室 の 一 連の 研究
32) 功 )

に よ り次 第 に 明

らか に され つ つ あるが
, そ の 詳細 ほ今 日な お 不 明で ある .

乳癌と 副腎性 ア ン ド p ゲ ソ と の 関 係 に つ い て は
,

B ulb r o o k

ら
6)
は G u e r n s e y 島 に お い て ボ ラ ン テ ィ ア よ り尿を採取 し

, そ の

9 年後ま で に 発生 した 乳癌患者の 尿 を非発癌対照 者と比較 分析

した と こ ろ
,

エ ス ト ロ ゲ ン や コ ル チ ゾ
ー ル ( c o r ti s ol) 代 謝物 に

ほ変化が み られ なか っ た が , 副腎性 ア ン ド ロ ゲ ソ 代謝物 で ある

ア ン ド ロ ス テ ロ ン や エ チ オ コ ラ ノ ロ ン が対照に 比 べ 有意に 低値

で あ っ た と 報告 して い る .

一 方 , 欧米人と比較す ると こ れ ら副

腎性 ア ン ドロ ゲ ソ 代謝 物の 尿中排泄量ほ 日本人で ほ 低く ,
か つ

乳癌発生率も低い とも報告され て い る
さ5)

.
これ ま で の 諸 家 の 報

告で は
, 尿中の あ る い ほ 血 中の 副腎性ア ン ド ロ ゲ ン 値 は , 閉経

後の 乳癌患者で 非癌対照者に比 し高 い と す るも の や
36)3 7)

, 有 意

差が み られ な い とす るもの
23)

, 低い とす るもの
38)

な どと 明 らか

困
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な結論 ほ得 られ て い な い . 子宮 体癌 に つ い て も血 中 , 尿中の 副

腎性 ア ン ド ロ ゲ ン との 関係に つ い て 調査 が行わ れ て い る が
, 明

確な結論が 得 られ て い な い
g)川)

動物実験 では
,
S c h w a r tz

3 9 )
は 自然発生的に 乳癌 が誘起 される

ラ ッ トや マ ウ ス に 対 して D H A を投 与 した場合 の 痛発生の 頻度

を 対照と比較す る と
,
D H A 投与群 で は有意に 痛発生 の 割合 が

少 な く ,
ま た 7

,
1 2- ジ メ チ ル ベ ン ズ ア ン ト ラ セ ン (7 ,

1 2 -d i m eth ylb e n z a n th r a c e n e , D M B A ) や ホ ル ポ
ー ル エ ス テ ル

(1 2- 0 - t e tr a d e c a n o yl
-

p h o r b ol
-

1 3
-

a C e t at e
, T P A ) な どの 発癌物 質

を投与 した 場合 に も,
D H A 同時併用 投与群 で は 有意 に 痛発 生

の 割合 が 少な い と 報 告 し て い る . し か し
,

S pi n ol a ら
朋)

ほ

D M B A に よ り発生 させ た ラ ッ ト乳腺腫瘍 に対 し D H A を 1 日

4 m g を 2 4 日 間 投 与 す る と
,

全 腫 瘍 数 , 平 均 腫 瘍 断面 積

( a v e r a g e t o t al t u m o r a r e a) は卵巣摘除 した 対照群に 比べ て有意

に大 で あ っ た と 報告 して い る . な お
, ラ ッ トや マ ウ ス な どで は

ヒ ト と本質的に 異な るホ ル モ ン 代謝経路 を有 して お り , また ,
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D H A ( M)
Fi g . 1 3 . E ff e c t of i n c r e a si n g c o n c e n tr a tio n s of s te r oid s o n th e p r olif e r a tio n of R L 9 5 - 2 c ells i n s e r u m f r e e

,
h o r m o n e- S u p pl e m e n t e d

m e d i u m . C ell s w e r e pl at e d a t a n i n itial d e n sity o f l X l O
5

c ell s/ 3 5 m m c ult u r e di s h i n 5 % D C C - F B S R P M I -1 6 4 0 . A f t e r 2 d a y s ,

th e m e di u m w a s c h a n g e d f o r s e r u r n
-f r e e m e d i u m c o n t ai n i n g th e i n d i c at e d c o n c e n tr ati o n s of E 2 ( A ) ,

T ( B) ,
P (C ) o r D H A (D) ･

C e11､ n u r n b e r s w a s d e t e r m in e d af t e r 8 d a y s . C o n tr oI c o n sis t e d o f v e hi cl e al o n e . E a c h v al u e- r e p r e S e n tS th e m e a n of tripli c at e

d e t e r m i n a ti o n s 士･S D . - S t a ti sti c ally sig n ifi c a n t d iff e r e n c e fr o m t h e c o n tr ol : *
, P < 0 TO l .:



ホ ル モ ン 感受性細胞株 に 対する性 ス テ ロ イ ドの 増殖作用

D H A の 血 中濃度は ヒ トに 比 べ て は るか に 低値 で
34)

,
か つ 乳腺増

殖作用は エ ス ト ロ ゲ ン に よ る もの よ りも プ ロ ラ ク チ ン の 方が 強

い
一 冊 )

と され て い る こ と な どか らも動物実験 で 得 られ た 結果 の

ヒ ト へ の 外挿 に ほ 限界が ある .

と こ ろ で
,
細胞培養系を利用 した 試験管内実験 に お い て 上 陸

瘍細胞増殖 と エ ス ト ロ ゲ ン
,
T

,
P な どの 性 ス テ ロ イ ドとの 関連

に つ い て 検討 した 報告は 多い が
,

D H A の 作 用 に つ い て 言 及 し

た報告は 著者 の 渉猟 した 限り で は少な く , 細胞増殖 を促進 した

とする 報告 と抑制 した とする報告が み られ る . 促進 した とする

報訝
2)

で は D H A が T や エ ス ト ロ ゲ ン そ の 他 の ホ ル モ ン へ 代謝

変換 され て 作用 した もの と推 定 して い る . 抑 制 し た と す る

D w o r k in らの 報告
43)

で ほ
,

ヒ ト 線維芽細胞 W ト38 や 子宮頸癌細

胞株 H e L a 等の 細胞 に 対 して 10, 5
M と い う比較的高濃度 で 抑

制的 に 働き
,

そ の 抑制が ヌ ク レ オ シ ド(n u cl e o sid e) の 添加 に よ

り解除 される と の 結果か ら ,
D H A が核 酸合成 の 律速 酵素 で あ

る グ ル コ ー

スー6 - リ ン 酸 脱 水 素 酵 素 ( gl u c o s e
-6- Ph o s p h a t e

d e h y d r o g e n a s e) を抑制す るた め と推定 して い る .

今回 の 研究で は
, 性 ス テ ロ イ ドで ある E 2 , T , P と 副腎性 ア ン

ド ロ ゲ ソ の
一

つ で ある D H A の 細胞増殖 に 対す る作用をみ るた

め
,

ホ ル モ ン 感受性を 有す ると され る乳癌株細胞株 Z R7 5 -1 と

子宮体癌細胞株 R L 95 -2 を用 い て 比較検討 した . 細胞 培養系を

用 い た 方法ほ
l 高位 の ホ ル モ ン 中枢 と の 関係や 末梢に おけ る代

謝の 影響に つ い て 考慮す る必要が少 なく
t 細胞自身 へ の 直接作

用 をみ る面で 有用 と考 え られて い る . しか し , 細胞培 養系 に お

い て ほ そ の 系が比較的簡単で ある反面 , 培養条件な どの 条件 に

よ りそ の 結果が 影 響を 受け る こ とも 指摘 され て い る
叫 卜 購)

. ま

た
, 生体内の 組織 でほ ホ ル モ ン 感受性 がそ れ ぞれの 観 織に よ り

異な っ て お り
, 実質細胞 と問質細胞相互 の 関係もある た め

,

一

つ の 細胞培養系の 結果 が ヒ ト 全体の ホ ル モ ン に 対する 反応性を

演繹す るもの で は な い の で , そ の 結果 の 解釈 に つ い て は充 分配

慮す る必 要が ある . 以下 ,
こ れ らの 諸点 を考慮 し , 今回 の 成績

に つ い て 考察 した .

まず ,
Z R 7 5- 1 株に つ い て で あるが

, 既述 の ご とく そ の 由来が

明らか で あ り
,

ま た エ ス ト ロ ゲ ン
,

T , P
,

コ ル チ ゾ
ー

ル な どに

対する ホ ル モ ン 受容体 を有す ると され
,

ホ ル モ ン 作用や抗癌剤

の検討 の モ デ ル と して よ く使用 され て い る . 原報告
Il)

で は そ の

細胞倍 加 時 間 ほ 約8 0 時 間 と さ れ て い る が
, 本 研 究 で は

,

1 0 % F B S 加 R P M Ir1 6 4 0 培地を 使用 した場合 に は 約60 ～ 9 0 時間

と算定 され
,

お お よそ の
一

致を み た .
R L 9 5 - 2 も エ ス ト ロ ゲ ン

と P に 対す る受容体を 有 し, そ の 細胞倍加時 間ほ22 か ら34 時間

で あり増殖曲線で は 明ら か な 定 常期 が み ら れ な い と さ れ て い

る
12)

. 本研究 で も 10 % F B S 加 R P M ト16 4 0 培地中で ほ
, そ の 増

殖曲線 は対数 グ ラ フ で ほ上 に 凸の 形を と り 明らか な 直線状 に は

な らなか っ た が
,

2 か ら8 日 目ま で は 対数増殖期と み な され
,

その 倍加時間ほ 約28 時 間で あ っ た .

培養系 に お い て 性ス テ ロ イ ドの 効果 を検討す る場合 , 培 地に

添加す る血 清の 影響を考慮す る必 要が ある こ とが 指摘 され て お

り , 添加血 清の 種頸に よ っ てほ 添加性 ス テ ロ イ ドの 効果が み ら

れな い とす る報告が多 い
吊)岬 卜 朋)

. 今 回 の 結果 で ほ
,
5 % F B S 加

R P M I-1 6 40 培地を使 用 した培養条件下 で は , E 2 , T , D H A の 各

ホ ル モ ン ほ Z R 7 5 -1 に 対 し細胞増殖 の 面で抑制的 に 作用 して い

るもの とみ な され た . しか し
, 胎児血清 そ の も の に は 各種 の･ス

テ ロ イ ドホ ル モ ン や増殖 因子な どが充 分量含ぜ れ て お り ,
これ

らの 因子 の 存在下で さ らに ス テ ロ イ･ドホ ル モ ン を 添加 して も,

1 1 7

添加 ホ ル モ ン 自体の 作用 と して 捉 え られ な い も の と 考 え ら れ

た . したが っ て , 今回 の 研究でほ 血 清を D C C 処理 し て
,
内因性

ス テ ロ イ ドホ ル モ ン を可 及的除去 した血 清を 5 % の 割合 で 添加

した 培養条件下 で 検討を 行な っ た . こ の D C C 処理 に よ り E 2,

T 等 の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の90 % 以上 が除去 で きる と され て お

り
1 3)5 0)

, 今回 の D C C 処理後の 血 清中の 性 ホ ル モ ン 濃度は い ずれ

も測定感度以下 で あ っ た
. な お

, p H 指示 薬と して よく 用 い ら

れ て い る フ ェ ノ ー ル レ ッ ドに 弱い エ ス ト ロ ゲ ソ 作用 が あ り,
こ

の 薬 剤の 添加に よ り各種の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 作用 が 修飾 を

受ける との 報告もみ られ るが
51) ､ 5 3 )

一 今回 の 研究 では すべ て フ ェ

ノ ー

ル レ
ッ ドを含有する培地 を用い た .

Z R 7 5-1 株で は
,
5 % D C C - F B S 加 R P M ト16 4 0 培地下に お い て

E 2 添加 9 日後に ほ 無添加対照群に 比 べ て 10- 11
M の 添加で有意

の 細胞増殖効果が認め られ
,
1 0~ 10

M ～ 1 0- 8
M の 濃度 で は さら に

そ の 促進効果が認 め られ た . また
, 無血清培地下で の 検討でも

同様に E 2 の 細胞増殖効果を 認めた が , そ の 程度は 軽度 で あ っ

た .

一

般的に は
, 乳癌細胞株は動物に 移植 した 場合ほ エ ス ト ロ

ゲ ン に 良好 な反応を示 し増殖するが
, 細胞培養系に 移入 する と

そ の 反応性 ほ低下 し
, 無血 清培地下 で は さ らに 弱く な ると され

る
岬

.
こ れ らの 変化は培養系 の 一 つ の 特徴と み られ

, 通 常培養

系 の 細胞を動物に 移植す る と ホ ル モ ン に 対す る反応 性ほ 回復

し
,

さ らに 培養系に も どす と反応 性が 少 なく な っ た り , 無く

な っ た りする
54)

. した が っ て
, 今回無血 清培養下 で 得 ら れ た 結

果 に つ い て は ▲ 細胞培養系に お け る反応性の 低下も考慮すべ き

も の と考 え られ た .

T に つ い て ほ
,

G r att al ol a ら
55)

ほ 子宮体癌お よび 乳癌患者 で

は T が 高値 で あり , それ らの 中に 卵巣問質の 過 形成 を 示 す 症

例 が ある こ と を示 し
, 子宮体癌や乳癌 と T と の 密接な 関連 性

を推定 し て い る . さ らに
,

ア ン ド ロ ゲ ン レ セ プ タ
ー の 有無と ホ

ル モ ン 療法の 効果と の 間に 相関が あり ,
T の 関与を 示 唆す る報

告 が み られ る
56}

. 今回 の 検 討で は
,

T 添加 の 場合 ,
5 % D C C-

F B S 加 R P M I-1 64 0 培地 を使用 した条件下 で ほ
▲
Z R 7 5-1 に 対 し

て は 1 0~ 川
M ～ 1 0~ 5

M 濃度に お い て 有意の 変動を示 さな か っ た .

これ に 反 し
, 無血 清培地下で は

▲
そ の 添加濃度が上 昇する に つ

れ 抑 制 的 に 働 い た .
R L 9 5-2 に お い て も 5 % D C CT F B S 加

R P M ト16 4 0 培 地 下 で ほ効果 が み られ ず , 無血 清培 地~F
一

で ほ

10~ 5
M で 抑制効果 がみ られ た .

ま た
,
P 添加の 場合,

一

般的に は 子 宮体癌お よ び乳癌の 細胞

を抑制す ると する報告が多 い
. 今回 の 結果でも

,
無 血清培地下

で P ほ , Z R 7 5-1 に 対 し て は 10~ 9
M ～ 10~ 5

M に お い て
,

R L 9 5- 2 に 対 して ほ 10~ 5
M の 高濃度に お い て

, そ の 細胞増殖を

抑制 し た .

D H A を 添 加 し た 場合 ほ
,

Z R 7 5-1 に 対 し て 5 % F B S 加

R P M I-1 64 0 培 地 で は 効 果 が み ら れ ず
,

5 % D C C- F B S 加

R P M ト1 64 0 培地でも 10~
10

M ～ 1 0-
7

M でほ 無添加対照群に 比 べ

て 有意 の 増加を認 めず
,
1 0~

6
M で の み有 意 の 増 加が 認 め られ

た . さ ら に
, 無血 清培地下で も同濃度 に お い て 有意 の 細胞増殖

効果 を認 めた . 5 % D C C - F B S 加 R P M I -1 6 4 0 培地の 条件下で
,

D H A の 1 0- 6
M に T を各濃度で併用投与 した場合 ,

D H A の 作

用 は T が 高濃度 に な るほ ど抑制 され た , また
, 無血 清培地でも

D H A に P を 各濃度で 同時添加 した場合 ,
D H A の 作用は低濃

度 の P で ほ促進 され
,
高濃度では 明 らか に抑制 された . こ･の 傾

向ほ E 2 の 1 0~ 8
M に T や P を 併用添加 した場合 に も同様 に 認

め られ た . D H A の 1 0
~ 6
M に 各種濃度 の E 2 を併用添加 した場



1 1 8

合 ,
E 2 に 1 0~ 9

M 併用 時に D H A 単独添加 に 比べ て 細胞数 の 軽度

の 増加ほ認め られ た ･ こ れ ら D H A l O～6
M 濃度 で 認 め うれ た

Z R7 5 -1 に 対する効果 は
,

T お よ び P と の 併用効果を 含め て
,

E 2 の 1 0
~ 8

M の 場合 と ほぼ 同様と考 えられ た .

今回 D H A に 閲 し得 られ た結果は
t
特定の 高濃度 で の み腫瘍

細胞 の増殖作用 を 示すもの であ っ た . こ の こ と は
,

D H A な ど

の 副腎性ア ン ド ロ ゲ ン ほ生休内で 他の 性 ス テ ロ イ ドに 変換 さ れ

るの で
, 今回 の 実験 艦 お い ても変換 さ れ た ェ ス ト ロ ゲ ソ が T

よ り も優 位 に 作 用 し た こ と が 考 え ら れ る . ま た
,

B o n n e y

ら
57 珊

ほ 副腎性 ア ン ド ロ ゲ ン ほ 高濃度で ほ E 2 の 代謝酵素 で ある

17β- ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド脱 水 素 酵 素 (17β-h y d r o x y s t e r oid

d e h yd r o g e n a s e) を 抑 制 す る と 報告 して お り .
こ の こ と か ら

D H A の 細胞内残存 E 2 に 対 する保持作 用 もこ れ に 関与 して い る

可能性が 示唆 され た .

一 方 , 今 回の 実験でみ られ た D H A の 濃

度は ヒ ト 女性成熟期の 血 中の 生 理 的濃度 (5 ～ 2 0 × 1 0~ 9
M )

丁)33 )
と

比 べ る と ほ る か に 高 い も の で あ っ た . また
, 教 室 に お け る

D H A を 閉経後 女性に 投与 した 場合 の 血 中性ホ ル モ ン 値 の 変 動

に 関する研究 では
▲ 血 中 エ ス ヤ ロ ダ ン に 比べ 血 中 T や ア ン ド

ロ ス テ ン ジオ ン の 上 昇が 大で あ っ た
5g)

. した が っ て
,
D H A は生

体内腫瘍 に 対 して は ア ン ド ロ ダ ン 作用優位に 作用す る と考 え ら

れ
,
D H A の 腫瘍 に 対 する作用は

,
そ の 直接作用の 他 に 生 体内

に お ける代謝 の 面か らも今 後究 明 され る べ きも の と 思考 され

た .

5 % D C C - F B S 加 R P M ト16 4 0 培地下 で
,
E 2 の 1 0~ 8

M ま た は

D H A の 1 0M G
M に

,
T を 1 0. 川

M ～ 1 0~ 5
M の 各種濃度 で併用 添加

した 場合,
E 2 また は D H A の 増殖促進効果は T 濃度 が上 昇す る

に つ れ抑制 された . さ ら に
,

こ の 併用添加 の 場合の 1 0~
5

M 濃度

の 細胞数ほ ホ ル モ ン 無添加対照群の 場合 と同程 度で あ っ た .
こ

の こ と よ り Z R7 5 -

1 に 対 して は ,
T ほ そ の 基礎増殖 に は影響 し

ない もの の E 2 お よ び D H A の 細胞増殖促進作用に 括抗 的に 働く

もの と考え られ た .

一

方 ,
E 2 の 1 0

- 8
M ま た ほ D H A の 1 0

- 6
M に

,
P を

1 0-
1 8

M ～ 1 0
~ 5

M の 各種 濃度 で 併用 添加 し た 場 合 ,
E 2 ま た は

D H A の 増殖促進作用ほ 低濃度 の P で は促進 され
, 高濃度で ほ

明 らか に 抑制 され た .
こ の こ と ほ P 単独添加 の 場合に は 濃度の

上昇 に 伴 っ て そ の 細胞増殖が抑制 され る パ タ ー

ン とほ 異な っ て

い た . 以上 の 併用 添加実験の 結 果よ り こ れ ら ス テ ロ イ ド相互 の

併用 効果 に つ い て も注 目すべ きもの と考え られた .

R L 9 5 -2 株で は
, 使用 した 性ス テ ロ イ ドで は増殖 促進 効 果は

認め られ なか っ た . E 2 添加 の 場合 ほ 5 % D C C -

F B S 加 R P M I-

1 6 4 0 培地
,
無 血清培地 の 条件下で ,

1 0~ 5
M の 高濃度 で増殖抑制

が 認め られ ,
T と P の 場合も無血清培地下に お い て高濃度で 同

様に 抑制 が認め られた が
,
D H A 添加の 場合ほ 5 % D C C- F B S 加

R p M ト1 6 4 0 培地 , 無血 清培地下の い ずれ の 条件 下 で もそ の 影

響 は認め られ なか っ た . 今回 性ス テ ロ イ ドの R L 9 5-2 株細胞 に

対す る作用が低濃度 で 明確 に 認め られ な か っ た の は ,
R L 9 5

- 2

株 の 長期の 継代培養に よ り ホ ル モ ン 受容体が 消失 しホ ル モ ン に

対す る反応性 が欠如 した た め
即)

とも考え られ るが
, 増殖曲線 よ

りみ れば D C C - F B S 添加 と F B S 添加 の 場合の 細胞数 の 増加 の

差 が小 さか っ た こ とか ら性 ス テ ロ イ ド以外の そ の 他の 増殖 因子

の 影響が 強く反 映され た こ と に よる もの と考え られた .

以上 の 結果か ら, 乳癌と子宮体癌細胞株ほ 性ス テ ロ イ ドに対

する反応性ほ異 なる が
,

Z R 7 5 -1. の 場合 E 2 と高濃度の D H A は

増殖促進的 に作 用 し
,.

T
,
甘 ほ抑制的に 働くもの と考え られ た .

ま た , 性 ス テ ロ イ ド同時併用添加実験 の 結果か らそ の 併用効果

は そ れ ぞれ 単独 の 効果と は 異な る場 合も あり
,

ス テ ロ イ ド相互

の 関連性や 生体 内に お け る ホ ル モ ン 代謝 の 面か らも充分検討す

べ きで ある と推察 され た .

結 論

細胞培養系 に おけ る各種性 ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 作用を 考究

す る 目 的 で ,
ホ ル モ ン 感 受性 を 有す る と さ れ る 乳 癌 株 細胞

Z R7 5-1 と子 宮体癌株細胞 R L 9 5
-2 を 使用 し

,
そ の 細胞増殖に 及

ぼ す 影 響 を 比 較 検 討 した . 通 常 の 無 処理 血 清 添 加 培 地
,

D C C- F B S 添加培地 また は 無血 清培 地 に 各種濃 度 の E 2 ,
T

,
P .

D H A をそ れ ぞれ 単独 また ほ 併用 添加 し
,

そ れ ぞれ の 株細胞 の

増殖 に 及 ぼ す効果 を検討 して以下の 結果を 得た .

1 . Z R 7 5 -1 扶を 10 % F B S 加 R P M ト1 6 40 培地 で培養 した 場

合 , そ の 倍 加 時 間は 約6 0 時間 で あ っ た が ,
5 % D C C- F B S 加

R P M ト16 4 0 培地 で 培養 した場合 ほそ の 増 殖速 度が 遅延 した .

R L 9 5-2 株を 10 % F B S 加 R P M IL1 6 40 培地 で 培養 した 場合, そ

の 倍加時間ほ 約28 時間で あ り
,
5 % D C C - F B S 添加培 地で 培養 し

た場合で も , そ の 増殖は 多少抑制 され るもの の 良好 で あ っ た .

2 . Z R 7 5 -1 株 を 5 % F B S 加 R P M I-1 6 4 0 培地で 培養 した 場

合 , 対照群 に 比 べ
,
E 2 添加で は 10- 18

M
,
1 0~ g

M
,
1 0N 8

M
,
1 0J 5

M
,

T 添加で は 1 0~
g

M ～ 1 0
~ 5
M に お い て 有意 の 抑制が 認め られた の

に 対 し
,

D H A 添 加 で ほ 1 0N
10

M ～ 1 0-
6

M で ほ 変化 を 認 め ず ,

1 0~ 5
M に お い て の み 有意の 抑制 が認 め られ た .

3 . Z R 7 5-1 株 に 対 し F B S を D C C 処理 し添加す ると , E 2 と

D H A の 細胞増殖促進効果 が認 め られ るよ うに な り ,
9 日 間 の

ス テ ロ イ ド添加期間中に E 2 で は 10▼‖
M ～ 1 0~ 6

M の 範囲で細胞

増殖促進効果 が認 め られ た . D H A で ほ 1 0~ 6
M で の み 細胸増殖

促進効果が認 め られ た . T で は 有意 の 変化 が 認 め られ な か っ

た .

4 . Z R 7 5Tl 株に 対 し D H A を10~ 6
M の 一 定濃度添加 し

, さ ら

に E 2 を 各種濃度 で 同時併用 投与 した 場合 ,
D H A (1 0r

6
M ) 単独

添加群に 比 し
,
1 0~

g

M の E 2 併用 添加時に お い て 細胞数 の 増加が

み ら れ た が
,

そ の 増 加 の 割 合 は 小 さ い も の で あ っ た . E 2

(1 0.
8
M ) ま た は D H A (1 0

~ 6
M ) の 一 定濃度と各濃度 の T を 同 時

併用 した 場合,
E 2 と D H A の 細胞増殖促進作 用 は T に よ り抑制

され , そ の 抑制 の 程度は E 2 + T と D H A + T の 両併用添加群で

は 同程度で あ っ た .

5 . Z R 7 5 -1 株を 無血 清培地で 培養 した検討 では
,
E 2 の 添加で

ほ 10-
11
M ～ 1 0- 8

M の 範囲で ,
D H A 添加 で は 10- 6

M と 10~ 5
M

で細胞増殖促進作用 を 示 した . こ の 条件下で ほ T と P は 細胞

増殖 に 対 して 抑制的に 作用 した .

一 定濃度の E 2(1 0~
8
M ) また ほ

D H A (1 0
~ 6
M ) と各濃度 の P とを 同時併用 添加 した 場合 , 低濃

度の P で ほ増殖促進作用 がみ られ
, 高濃度 で は P ほ抑制的に

働い た .
こ れ らは P 単独添加 とは 明 らか に 異 な る 細胞増 殖パ

タ
ー

ン を示 した .

6 . R L 9 5T2 株で は 5 % D C C - F B S 加 R P M I -1 64 0 培地 , 無血

清培地 に お い て
,
E 2 ,

T
,
P は い ずれ も高濃度 (1 0

- 5
M ) に お い て

の み抑制的 に 働 い た . D H A 投与 で ほ 添加に よ る影 響は 認め ら

れな か っ た .

以上 の 結果 よ り ,
E 2 と D H A は乳 癌細胞株 の 細胞増殖に対 し

て 促進 的に 働くも の と考 え られ るが
,
D H A の 場合 に 促 進効果

の 認め られ た 1 0
~ 6
M 濃度 は ヒ トの 血 中の 生理的濃 度 に 比 べ て

か な り高い も の で あ. っ た . , また; 各種性 ス テ ロ イ ドホ ル モ ソ の



ホ ル モ ン 感受性細胞株 に 対する性 ス テ ロ イ ドの 増殖作用

併用投与は 単独投与と 異な る効果を 示 す こ と が あり
,

ス テ ロ イ

ドホ ル モ ン 相互 の 関連性に も注 目す べ きもの と考 え られ た .
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S u r w it

,
E .

A . & C h ri s ti a n C . I) . : C h a r a c t e riz a ti o n of a n e w h u m a n

e n d o m e tri al c a r ci n o m a ( R L 9 5 - 2) e s t a b lis h ed i n ti s s u e c ult u r e .

I n V itr o
,
1 9

,
1 4 7-1 5 8 (1 9 8 3) .

1 3) I) a r b r e
,
P .

,
Y a t e s

,
J .

& K i n g , R . J . B . : E ff e c t of

1 1 9

e s tr a di ol o n h u m a n b r e a s t c a n c e r c ell i n c ult u r e . C a n c er

R e s .
,
43

,
3 4 9 -3 5 4 (1 9 8 3) ,

1 4) 坂本 吾 偉 : 日 本 人 乳 癌 の 特 性 と 未 来 . 乳癌 の 臨 ,
2

,

3 2 7 -3 3 7 (1 9 8 7) .

1 5) 筒 井章夫 : 子宮 体癌の 疫学 . 産婦 の 実際 ,
3 7

, 8 30 -8 4 7

(1 9 8 8) .

16) 加藤育子 , 富永枯民 : 乳癌の 疫学 . 病理 と臨,
7

,
42 7-4 3 4

(1 9 89) .

17) A d a m s , J . B . : H u m a n b r e a s t c a n c e r : C o n c e r t e d r ol e

Of di e t
, p r Ol a c ti n a n d a d r e n al C 1 9 - d elt a 5 -

S te r Oid s i n

t u m o ri g e n e sis . I n t . J . C a . n c e r
リ
5 0

, 85 4 -8 5 8 (1 9 92) .

18) W y s o w s k i
,
D . K .

,
C o m s t o c k

,
G . W .

,
H el si n g , K . J .

& L a u
,
H . L .

: S e x h o r m o n e l e v el s i n s e r u m i n r el a ti o n t o

th e d e v eI o p e m e n t of br e a s t c a n c e r . A m . J . E pid e m i ol .
,
1 2 5

,

7 91 -7 9 9 (1 9 8 7) .

1 9) H e n d e r s o n
,

B . E .
,

R o s s
,

R . & B e r n s t ei n , L . :

E s tr o g e n s a s a c a u s e of h u m a n c a n c e r : T h e R i c h a r d a n d

H i n d a R o s e n th al f o u n d a.
ti o n a w a r d l e c t u r e . C a n c e r R e s

リ
4 8

,

2 4 6-2 5 3 (1 9 8 8) .

2 0) 0 $ b o r n e
,
C . K .

,
H o b b s

,
K . & C la rk

,
G . M . : E ff e c t of

e s tr o g e n s a n d a n ti e str o g e n s o n g r o w th of h u m a n b re a st

C a n C e r C ell s i n ath yr ni c n u d e m ic e . C a n c e r R e s . , 45
,
5 8 4 -5 90

(1 9 85) .

2 1) S e c r e t o
,
G .

,
T o n i o l o

,
P .

,
B e r r in o

,
F .

,
R e c c hi o n e

,
C .

,

C a v a 11 e ri
,

A .

,
P i s a n i , P . , T o ti $

,
A .

,
F a r is e u i

,
G . &

P i e t r o
,
S . D . : S e r u m a n d u ri n a r y a n d r o g e n s a n d ri s k of

b r e a s t c a n c e r i n p o s t m e n o p a u s al w o m e n . C a n c e r R e s
リ

5l
,

2 5 7 2 - 2 57 6 (1 9 91) .

2 2) S e c r e t o
,
G .

,
T o ni ol o

,
P .

,
P i s a n i

,
P .

,
R e c c h i o n e

,
C .

,

C a v a11 e ri , A .
,

F a ri s elli , G . , T o ti s
, A .

,
P i e t r o , S . D . &

B e r ri n o
,
F . : A n d r o g e n s a n d b r e a s t c a n c e r i n p r e m e n o p a u s-

al w o m e n . C a n c e r R e s .
,
4 9

,
4 7 ト4 7 6 (1 9 8 9) .

2 3) B i r d
,
C . E .

,
C o o k

,
S .

,
O w e n

,
S .

,
S t e r n s

,
E . E . &

C l a r k , A . F . : P l a s m a c o n c e n tr ati o n s of C- 19 s te r oid s ,

e s tr o g e n s
,

F S H ,
L H a n d p r ol a c ti n i n p o st m e n o p a u s al

W O m e n wi th a n d w ith o u t b r e a st c a n c e r . O n c ol o g y ,
3 8

,

3 6 5-3 6 8 (1 9 81) .

2 4) H i11
,

S . M . & B l a s k , D . E .
: E ff e c ts of th e pi n e al

h o r m o n e m el a t o ni n o n th e p r olif e r a ti o n a n d m o r p h olo gi c al

c h a r a c t e ris ti c s of h u m a n b r e a s t c a n c e r c e ll s ( M C F-7) i n

c u lt u r e . C a n c e r R e s .
,
4 8

,
61 2 1-6 1 2 6 (1 9 8 8) .

2 5) 名和田新 , 小河 淳: デ ヒ ド ロ エ ビ ア ン ド ロ ス テ ロ ソ
, デ

ヒ ド ロ エ ビ ア ン ド ロ ス テ ロ ン サ ル フ ェ
ー

ト . 日 臨 ,
47

,

1 2 1 7-1 2 2 0 (1 9 8 恥

2 6) 赤祖父 一 知 , 荒木克己 , 西 田悦郎: 加令に 伴う 内分泌学的

変化 . 産婦 M O O K 30 (玉 田 太朗編) , 第1 版 ,
65 - 7 3 頁 ,

金原出

版 , 東京 ,
1 9 8 5 .

2 7) A k a s o f u
,
K . : S tu di e s o n a d r e n al a n d r o g e s i n w o m e n . 第

25 回 日産婦学会北日 本地方部会特別講演要旨 ,
1 6 - 2 8 貢 ,

1 9 7 7 .

2 8) P a r k e r
,

L . N .
,

L e v i n
,

E . R . & L if r a k
,

E . T . :

E vi d e n c e f o r a d r e n o c o r ti c al a .d a p t a ti o n t o s e v e r e ill n e s s . J ･

C li n . E n d o c rin ol . M e t a b .
, 6 0 , 9 4 7 - 9 5 2 (1 9 8 5).

2 9) A d a m $ ,
J

.
B . : C o n tr ol of s e c r e ti o n a n d th e f u n c tio n of

C l ｡
- △

5
-

S t e r Oid s of th e h u m a n a d r e n al gla. n d . M ol . C ell ･



1 2 0

E n d o c ri n ol
リ
4

,
1-1 7 (1 9 8 5) .

3 0) G o r d o n
,

G . B .
,

S h a n t z
,

L . M . & T al al a y ,
P , :

M o d ul a ti o n of B r O W th
,
diff e r e n tia ti o n a n d c a r ci n o g e n e si s b y

d e h y d r o e pi a n d r o s t e r o n e . A d v . E n z y r n e R e g ul .
.

2仇 35 5- 3 8 2

(1 9 8 7) .

31 ) K n u d s e n
,

J .
' F . & M a h e s h

,
V . B . : I n iti a tio n of

p r e c o ci o u s s e x u al r n a t u r a ti o n i n th e i m m at u r e r a t tr e a t e d

wi th d e h y d r o e pi a n d r o st e r o n e . E n d o c ri n ol o g y ,
9 7 , 45 8- 4 6 8

(1 9 7 5) .

3 2) 西 田悦郎: 産科婦人科学領域に お け る老年医学的研 究; と

く に 閉経後婦人に お ける 副腎性 a n d r o g 錯 の 意義と応用 . 第21

回 日産婦学会宿題報告要旨,
4-1 3 貢 , (1 9 6 9) .

3 3) 荒木克己 : 女性 に お ける血 中 D e h yd r o e pi a n d r o s te r o n e の

動態に 関す る研究 . 十全医会誌 ,
8 乳 85 2-8 7 6 (1 9 8 0) .

3 4) 村上 弘 ～

: 雌 ラ ッ トに お け る血 中 d e h yd r o e pi a n d r o st e r
-

o n e の 動態 に 関す る研 究. 十全医会誌,
1 0 0

,
6 9 3 - 71 0 (1 9 91) .

3 5) W & n g ,
D . Y .

,
H a y w a r d

,
J . L .

,
B ul b r o o k

,
R . D .

,

K u m a o k a
,
S .

,
T a k & t a n i

,
0 .

,
A b e

,
0 . & U t s u n o m i y a

,
J . :

P l a s m a d e h y d r o e pi a n d r o st e r o n e a n d a n d r o s t e r o n e s u lp h a te s
,

a n d r o s t e n e di n e a n d u ri n a r y a n d r o g e n m e t a b olit e s i n n o r m al

b ritis h a n d J a p a n e s e w o m e rl . E u r . J . C a n c e r
,

1 2 , 9 51 -9 5 8

(1 9 7 6) .

3 6) Z u m o ff
,

B .
,
L e v i n

,
J .

,
R o s e n f e ld

,
R . S .

,
M a r k h a m

,

M .
,
S t r ai n

,
G . W . & F u k u s h i m a

,
D . K . : A b n o r m al 2 4 - h r

m e a n pl a s m a c o n c e n tr a ti o n s of d e h yd r oi s o a n d r o s t e r o n e a. n d

d e h y d r ois o a n d r o s t e r o n e s ulf a
_
t e in w o r n e n wi th p r l m a

.
r y

O p e r a bl e b r e a st c a n c e r . C a n c e r R e s .
,
4 1

, 3 3 60 - 3 3 6 3 (1 9 81) .

3 7) G o r d o n
,

G . B .
,

B u s h
,

T . l J .
,

H el2:1 s o u e r
,

K . J .
,

M ill e r , S . R . & C o m s t o c k
,

G .
W

.
: R el a tio n s h ip of s e r u m

l e v els of d eh yd r o e pi a n d r o s t e r o n e a n d d e h y d r o e pi a n d r o s t e r o n e

S ulf a t e to th e ris k of d e v elo pi n g p o st m e n o p a u s al b r e a s t

c a n c e r . C a n c e r R e s .
,
5 0

,
3 85 9 -3 8 6 2 (1 9 9 0) .

3 8) T h o m a s , B . S .
,
K i r b y ,

P .
,
S y m e s

,
E . K . & W a n g ,

D .

Y .
: P l a s m a d e h y d r o e pi a n d r o st e r o n e c o n c e n tr ati o n in n o r m al

W O m e n a n d i n p a ti e n ts w ith b e ni g n a n d m alig n a n t b r e a s t

d is e a s e . E u r o p . J . C a n c e r
,
1 2

,
40 5 - 40 9 (1 9 7 6) .

39) S c h w a r t 笈
,

A . G . : I n hib iti o n o f s p o n ta n e o u s b r e a s t

c a n c e r f o r m a ti o n in f e m al e C 3 H ( A v y/ a) mi c e b y l o n g
-t e r m

t r e a t m e n t wi th d e h yd r o e pi a n d r o s t e r o n e . C a n c e r R e s .
,

3 9
,

1 1 2 9-1 1 3 2 (1 9 7 9) .

40) S pi n o l a
,

P . G .
,
M a r c h e tti

,
B . & L a b ri e

,
F . : A d r e n al

S t e r Oid s s ti m ul a t e g r o w th a n d p r o g e s t e r o n e r e c e p t o r l e v el s in

r at u t e r u s a n d D M B A i n d u c e d m a m m a r y t u m o r s . B r e a s t

C a n c e r R e s . T r e a t .
,
8

,
2 41-2 4 8 (1 98 6) .

41) 松本圭史 , 西 沢恭子: 乳癌 と ホ ル モ ン . 乳癌に おけ る 内分

泌療法の 進歩 (癌の 臨床 別集13) (癌 の 臨床編) , 第 1 版 ,
3 - 1 5

頁 , 篠原出版
,
束京 ,

1 9 8 7 .

42 ) P o u lin
,
R . & L a b ri e

,
F . : S tir n ul a ti o n of c ell p r oli王e r a-

tio n a n d e st r o g e ni c r e s p o n s e b y a d r e n al C 19
- △

5
-

S t e r Oid s i n th e

Z R -7 5 -1 h u m a n b r e a st c a n c e r c e11 1i n e . C a n c e r R e s .
▲

4 6
,

49 3 3 - 49 3 7 (1 9 8 6) .

43 ) D w o r k i n
,

C . R .
, G o r m a n , S . J) り P a s h k o

,
L . L .

,

C ri st of a l o
,
V . J . & S c h w & rt 2

,
A . G . : I n hib iti o n of g r o w th

Of H e L a a n d W I -3 8 c ell s b y d e h y d r o e pi a .n d r o s t e r o n e a n d i ts

輪

r e v e r s al b y rib o
-

a n d d e o x y rib o n u cl e o sid e s . L if e S ci .
,

3 8
,

1 4 5l-1 4 5 7 (1 9 8 6) .

4 4) v a n d e r B u r g , B . , R u t t e m a n , G . R .
,

B l a n k e n s t e i n
,

M . A .
,

d e L a a t
,
S . W . & v a n Z o 11 e n

,
E . J . J . : M it o g e ni c

S ti m ul a ti o n of h u m a n b r e a s t c a n c e r c ell s i n a g r o w th

f a c t o r
-d efi n e d m e d i u m : S y n e r gis ti c a c ti o n of i n s uli n a n d

e s tr o g e n . J . C ell . P h y siol .
,

13 4
,
1 01 - 1 0 8 (1 9 8 8) .

4 5) A n z ai ,
Y .

, H oli n k & , C . F .
, K u r a r n o t o , H . & G u r pi d e

,

E . : S ti m ul a t o r y eff e c ts o f 4 - h yd r o x yt a m o xif e n o n p r olif e r a ti o n

Of h u m a n e n d o m e tri al ad e n o c a r ci n o m a c ell s (I s hik a w a Li n e) .

C a n c e r R e s .
,
4 9

,
2 3 6 2 - 23 6 5 (1 9 8 9) .

4 6) N aji d , A . , N i c o l a s , A . , T i x i e r , M . & H a b ri o 11 X
,
G . :

M it o g e ni c e ff e c t of e s tr a
,
di ol o n M C F - 7 h u m a n b r e a st c a n c e r

C ell s c a n b e m o d ul a t e d b y s e r u m . E x p . C ell B i ol
リ

5 7
,
1 3 9 -1 4 5

(1 9 89) .

4 7) B i s w a s , R . & V o n d e r h a a r
,
B . K . : R ol e of s e r u m i n

th e p r ol a c ti n r e s p o n si v e n e s s of M C F-7 h u m a n b r e a s t c a n c e r

C ell s in l o n g-t e r m tis s u e c ult u r e . C a n c e r R e s .
,
4 7

, 3 5 0 9
-3 5 1 4

(1 9 8 7) .

48 ) L y k k e sf el d
,
A . E .

.
L a r s e n

,
J . K . & C h ri s t e n s e n

,
I .

J . : C e ll c y c l e a n al y si s of e s tr o g e n s ti m ul a ti o n a n d a n ti e s tr o-

g e n i n hib iti o n o f g r o w th of th e h u m a n b r e a s t c a n c e r c ell li n e

M C FT 7 . B r e a s t C a n c e r R e s . T r e a t .
,
7 (S u p pl .),

8 3-9 0 (1 9 8 6) .

4 9) S o t o
,

A . M . & S o n n e n s c h ei n
,

C . : M e c h a n i s m of

e s tr o g e n a c ti o n o n c ell ul a r p r olif e r a ti o n : E vi d e n c e f o r

i n dir e c t a n d n e g a ti v e c o n tr ol o n cl o n e d b r e a st t u m o r c e11s .

B i o c h e m . B io p h y s . R e s . C o m m u n .
,
1 2 2

,
1 0 97-1 1 0 3 (1 9 8 4) .

5 0) V i g n o n
,
F .

,
T e r q u i

,
M .

,
W e s tl e y ,

B .
,
D e r o c q ,

I) . &

R o c h ef o r t
,

H . : E ff e c t s of pl a s m a e s tr o g e n s u lf a t e s i n

m a m m a r y c a n c e r c ells . E n d o c ri n ol o g y ,
1 0 6 , 1 0 7 9-1 0 8 6 (1 9 8 0) .

5 1) G l o v e r
,
J . F .

,
l r w i n

,
J . T . & D a r b r e , P . D . : I n t e r a c

-

ti o n of p h e n ol r e d wi th e st r o g e ni c a n d a n ti e st r o g e ni c a c ti o n

O n g r O W th o f h u m a n b r e a s t c a n c e r c ell s Z R- 7 5-1 a n d T -4 7 - D .

C a n c e r R e s
リ
4 8

,
3 6 9 3- 36 9 7 (1 9 8 8) .

5 2) B e r t h o is ,
Y

り K a t z e n e 11 e n b o g e n
,

J . A . &

K a t ヱe n e ll e n b o g e n
,

B . S . : P h e n ol r e d i n tis s u e c ult u r e

m e d i a is a w e a k e s tr o g e n : I m pli c a ti o n s c o n c e r ni n g th e st u d y

Of e s tr o g e n
-

r e S P O n Si v e c e lls i n c u lt u r e . P r o c . N a tl . A c a d . S ci .

U ,S . A
リ

8 3
,
2 4 9 6 - 2 5 0 0 (1 9 8 6) .

5 3 ) W el s h o n s
,

W . V .
, W o lf , M . F . , C a t h e r i n e

,
S . ,

M u r p h y ,
C . S . & J o r d a n

,
V . G . : E s tr o g e ni c a c ti vity of

P h e n ol r e d . M ol , C e11 . E n d o c ri n ol .
,
5 7

,
1 6 9 -1 7 8 (1 9 8 8) .

5 4) S h a fie
,
S . M . : E s tr o g e n a n d th e g r o w th of b r e a s t

C a n C e r : N e w e v id e n s e s u g g e st s i n dir e c t a c ti o n . S ci e n c e
,

2 0 9
,
7 01 -7 0 2 (1 9 8 0) .

5 5 ) G r & tt a r O l a
,

R .
,

S e c r e t o
,

G .
,

R e c c h i o n e
,

C . &

C a s t e11i n i
,
W . : A n d r o g e n s i n b r e a s t c a n c e r . II . e n d o m e tri al

a d e n o c a r cin o m a a n d b r e a st c a n c e r i n m a r ri e d p o s t m e n o
-

p a u s al w o m e n . A m . J . O b st e t . G y n e c ol .
,
1 18

,
1 7 3 -1 7 8 (1 9 7 4) .

5 6) L a n g e r
, M .

, K u bi s t a , E . , S c h e r n p e r , M . & S p o n a ,

J . : A n d r o g e n r e c e p t o r
,

S e r u m a n d r o g e n l e v el s a n d s u r v i v al

Of c a n c e r p a ti e n t s . A r c h . G y n e c ol . O b s t e t .
,

2 4 7
,

2 0 3 -2 0 9

(1 9 9 0) .

5 7) B o n n e y ,
R . C .

,
R e e d

,
M . J . & J a m e s

,
V . H . T .

:
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In h ibiti o n of 1 7 b e t a
- h yd r o x y s t e r oid d e h y d r o g e n a s e a c ti vity i n

h u m a n e n d o m e tri u m b y a d r e n al a n d r o g e n s . J . S te r oid

B i o c h e m .
,
18 , 5 9 -6 4 (1 9 8 3) .

5 8) J a m e s
,
V . H . T .

,
M c N ei11

,
J . M ･

,
B e r a n e k

,
P . A .

,

B o n n e y ,
R . C . & R e e d

,
M . J . : T h e r ol e of ti s s u e st e r oid s

i n r e g ul a ti n g a r o m a t a s e a n d o e s tr ad i ol 1 7 b e t a- h y d r o x y s t e r oid

d e h y d r o g e n a s e a c ti vi ti e s in b r e a s t a n d e n d o m e tri al c a n c e r ･ J ･

S t e r oid B i o c h e m .
,
2 5

,
7 8 7-7 9 0 (1 9 8 6) .

59) N i s h id a
,

E .
,

A k a s of u
,

K .
,

H a s h i m o t o
,

S ･
,

H a r a d a
,

1 21

T .
,
U c h id e

,
K .

,
N a k a g a w a , T .

& T o m i m a t s u
,

N . : A n y
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