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論文内容要旨

目的

 副腎皮質腫瘍は,原発性ア'レドステロン症,Cushing症候群,副腎性器症候群,非機能性腫

 瘍に分類される。これらの病型の差に応じた組織学的及び超微形態学的な変化が明らかにされて

 おり,腫瘍化による細胞内ミトコンドリアと滑面小胞体の形態の差に応じて,ステロイド合成酵

 素系の異常がおこると推測される。そこで,ヒトの手術摘出副腎皮質腺腫および癌のミトコンド

 リアを用いてinvitroにおける11β一hydroxylase(11β一〇Hlase)の活性を調べ,組織像

 との対比を行い,腫瘍化に伴う本酵素活性の変化を検討した。

 対象および実験方法

 手術で摘出されたヒト副腎皮質腫瘍21例を選んだ・内訳は副腎皮質腺腫17例(原発性ア'レド

 ステロン症8例,Cushing症候群6例,非機能性3例)・副腎皮質癌4例(Cushing型2例・男

 性化型2例)である。対照ヒト副腎皮質としては,乳癌,褐色細胞腫或いは腎癌のために摘出さ

 れた副腎5例を用いた.副腎皮質腫瘍或いは副腎皮質を細.切後,0.25M庶糖を含む10mMTris

 -HCLbuffer(THB)の中に入れ,ホモジナイズ後600×gで遠心し,核分画を除いた。そ

 の上清を6,000×gで10分間遠心する操作を3回繰り返し,得られた沈渣をミトコンドリア分画

 とし・一20℃に保存した。なお・本分画の一部を3%gluta]aldehydeを含む0.1Mcacody-

 1atebufferに入れて固定後,電顕観察を行った。前述の方法で得た本分画の浮遊液の一部を

 用い,Lowryらの変法により蛋白濃度を測定し,1L5mMNaCl,15.7mMKC1,70mMコハク酸Na,

 10mM庶糖を含む20mMTHBで蛋白濃度がO.1～0.2mg/m1となるように調整した。この溶

 液0.5mlに,基質として1,2-3H-deoxycorticosterone(DOC)(specific吾ctivity1

 55Ci血mol)を1～L5μCi(約18prm1に相当)或いは1,2-3H-deoxycortiso1(S)

 (specificactivity:58.5Ci/fnmo1)を1～L5μCi(約18pmo1に相当)添加し,大気下に

 37℃で振盪しながら30分間illcubationした。反応をメタノー'レで止め,10倍量のジクロロメ

 タンで抽出し,discardlayerを吸引除去し,減圧乾固した。この残渣をsilicagelchro-

 matogram(TLC)sheetにapplyし,toluene:methanol=90:10の溶媒系で展開し・TLC

ゲ

 scamerでscanして,基質と生成物を検出した。検出された各ステロイド分画をメタノー」レで

 eluteし,トリチウムの量を液体シンチレーションカウンターで測定し,生成ステロイド量を算

 出し,11β一〇Hlationの指標とした。
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結果

 電顕的に得られたミトコγドリア分画には比較的細胞膜断片,小胞体の混入の少ないことが証

 明できた。本分画のincubationの結果,DOCからはcorticosterone(B)・.Sからはcortiso1

 (F)が隼成され・11β一〇Hlaseがミトコンドリア分画に存在することを確認した。1)対象ヒ

 ト副腎皮質:DOCを基質とした11β一〇Hlationは,24～63pmo1/mgprotein(以下pmo1

 /勧g)(平均45pmo1凶皿g),Sを基質とした場合は15～30pmo1/塩g(平均24pmo1オng)であっ
 た。2)ヒト副腎皮質腫瘍:①原発性ア'レドステロン症副腎腺腫:DOCを基質とした本酵素活性は48

 ～261pmo1イng,Sを基質とした場合,21～75pmo1汚ngで,8例中6例において正常対象例の3～

 5倍の活性がみられた。このうち5例では,Bから更に18-hydroxycorticosterone(18-

 OH-B)へあ転換がみられた。②Cushing症候群を呈した皮質腫瘍:本酵素活性が正常対象例

 と同程度の例(3例)と高い例(4例)に大別され,後者には臨床的に尿中17-KSの増加がみ

 られた。前者は組織学的に典型的な腫瘍であり,後者のうち1例は異型腺腫で1例はborderline

 malignancyの像を示した。③非機能性腺腫:3例中2例は正常対象と同程度の活性を示し,1

 例は高い活性を示した。④副腎皮質癌:Cushing型の1例では,正常対象と同程度の活f生を示

 したが,男性化型の2例の活性はいずれも低値であった。

考察

 これまで副腎癌において種々のステロイド合成酵素異常が報告されているが,腺腫における酵

 素異常の報告はほとんどない。今回の実験結果より・原発性ア,レドステロン症およびCushing

 症候群の副腎皮質腺腫において11β一〇Hlationが亢進している例が多いことを明らかにした。

 特に,前者における亢進が著名で,かつBから180HBへの転換が認められることから,18-hy-

 droxylationの亢進している例もあると推測された。また,Cushing症候群を呈した腫瘍の中

 に本酵素活性の高い群があり,その1例は悪性化を示し,悪性化に伴い酵素活性が高くなる例も

 あることを明らかにした。また,非機能性の中にも本酵素活性の高い例もあり,前駆ステロイド

 の供給が多ければステロイド過剰を示す可能性も推測された。従来,Cushing型副腎癌では,

 11β一〇Hlase活性低下があると報告されているが,ミトコンドリ.アを取り出し,単位タンパ

 ク当りでみると正常とほぼ同程度であった。一方,男性化型では本酵素活性が低下していること

 を明らかにした。
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 審『査結果の要旨

 内分泌活性を示す副腎皮質腫瘍は,臨床的に原発性アルドステロン症,Cushing症候群また

 は,副腎性器症候群を惹起する。これらの症状の差に応じた腫瘍の所見として,光顕的および超

 微形態学的な差が詳細に報告され,また,血中,組織中のステロイドを測定する乙とにより,ス

 テロイド合成酵素系の異常が推測されてきた。特に副腎癌では,種々の酵素欠損,活性低下がみ

 られ,男性化型では3β一hydroxysteroiddehydrogenase,21-hydroxylase,Cushing型

 では3β一hydroxysteroiddehydrogenase,21-hydroxylase,11/9-hydroxylaseの活性

 低下が指摘されている。これらステロイド合成酵素の座は,細胞内小器官,特にミトコンドリア

 およびマイクロゾームにあるが,小器官を形態学的に観察した業績の多いのに対して,これらを

 分離採取して,その中の酵素活性を直接検討した報告はない。また,腺腫における酵素異常の有

 無もいまだ不明の点が多い。本研究は,皮質腫瘍細胞からミトコンドリア分画を採取し,本分画

 に前駆ステロイド(DOC或いは11-deoxycortiso1)を添加し,反応生成物(corticosterone

 あるいはcortisol)の量を測定し,11β一hydroxlase活性を検討したものである。

 この結果,男性化型副腎癌では従来報告されている3'8-HSD,21-OHIaseの他に,11β

 一〇Hlase活性も低下していることが判明した。Cushing型腫瘍の本酵素活性は,典型的な副

 腎癌ではほぼ正常であったが,腺腫群には正常例と亢進例とがみられ,後者の中には組織学的に

 異型の腺腫,bordexlinem自1ignancyを示した例が含まれていた。すなわち,典型的な腺腫お

 よび癌では11β一hydroxylaseが正常であるのに対し,いわゆる境界領域の腫瘍では酵素活性の

 亢進がみられ,組織学的異型に伴う酵素異常が推測された。このような良性から悪性に至る一連

 の腫瘍型についてステロイド生成酵素の検討は,これまで報告が少ない。

 原発性アルドステロン症を呈した腺腫群では,いずれも本酵素活性の亢進がみられた。従来,血

 中,組織中のヌテロイド測定から,本腺腫では17α一hydroxylaseの活性低下が推測されてお

 り,アルドステロン過剰の主な原因と考えられている。本研究から11,θ一〇Hlase活性の亢進も

 アルドステロン過剰の大きな要因であることが判明した。

 臨床的に全くステロイド過剰症を示さない非機能性腺腫の中にも,本酵素活性の高いものが

 みられ,充分ステロイド生成能を持つ腺腫も存在することが明らかになった。

ザ

 以上のように,副腎皮質腫瘍各型に種々の程度で11β一〇Hlase活性の異常があることを明ら

 かにした本研究は,内分泌腫瘍における形態と機能との相関を研究する基礎的分野で,画期的な業

 績としてすでに国際的な評価をうけている。よって本論文は学位に値するものと認められる。
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