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ヒト前立腺肥大組織のアンドロゲン

   結合蛋白に関する実．験的研究

神戸大学医学部泌尿器科学教室（主任：石神裏次教．授）
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STUD1ES ON THE ANDROGEN－BINDING PROTEINS
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   Androgen－binding proteins in the cytosol of human benign prostatic hypertrophic tissue were

studied with 3H－dihydrotestosterene （DHT） and 3H－methyltrieriolone （R 1881） as ligands． ln the

prostatic cytosol， satutable binding proteins with high aennity to 3H－DHT or 3H－R1881 were found

by Scatchard analysisL Thc dissociation constant（Kd）for 3H－DHT was 9，4×10一1。M， and the

maximum number of binding sites （B’max） was 55 fmoles／mg protein； the Kd for 3H－R1881 was 5．1 ×

iO’9M， and the B max was 25．5 fmoles／mg protein．

   Gb⑳・titiv・．bihding． ass・ゾ餅・ach bind｛・・9 P・・t・in wi亡h v・・i・u・n・n－1・b・1・d・t…id・， d・m・n－

strated a ’specificity for DHT or R 1881．

   The binding of pros’tatic Cytosol and 3H－DHT was eluted by Sephadex G－200 column chromato－

graphy in 2 places， one in the void volume and one near the lgG fraction． The’binding with 3H－RI881

was eluted in the void volume， the elution near the lgG fraction being very small， which suggests a

non－specific binding．

   The binding of prostatic cytosol and 3耳一1）HT increascd with increase in the collcentration of

Ca2＋ or Mg2一 （O－12 mM）， but the binding with 3H－R 1881 decreased conversely． This change was

studied．with Sephadex G－200 column chromatography； the binding with 3H－DHT showed a decrease

of the peak in the void volumLe and marked increase of the peak near the lgG fraction with increase

in the concentration of both ions， whereas the binding with 3H－R 1881 only sh6wed a decrease of the

peak in the void volume． Ca2＋ had a greater influence than Mg2＋ on the change of these bindings．

   These results indicate a change of bipding protein due to ionic actiop， suggesting also the pos－

sibility of the presence of a substance in the cytosol which changes the properties of the binding protein

dependent on Ca2＋．

Key words： Prostatic hypertrophy， Androgen binding prQteins， DHT， R1881， Ca2＋

             緒     ．言

  ステロイドホルモンは，その標的細胞中に存在する

特異的レセプター蛋自質と結合し，きらにそれが核内

に移行しクロマチンと結合してその作用を発揮するも

＊現 姫路赤十字病院泌尿器科

のと鍾解されている．前立腺に対するアンドロゲンの

作用も．1ほかのヌ．テp．：イドホルモン標的組織における

場合と同様に，微量のdihydrotcstosterone（以下

DHT）を特異的に感知する細胞質受容体を介してお

こなわれる1）．前立腺はアンドロゲン依存性のたかい

臓器であり，その形態的ならびに機能的側面において
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アンドロゲンの消長をよく反映することが古くから知

られており2陶4），アンドロゲン作用機序の研究は主と

して前立腺におけるtestosteroneの作用について進め

られてきた．

 1968年Lia・ら5）およびWilsonら6）によって，

testosteroneはほかのステロイドホルモンと異なり，

標的組織内でDHTに還元され，それがアンドロゲ

ン作用を発揮することが示唆され，この考えがアンド

ロゲンレセプター発見の糸口となつ7S．

 ヒトにおける前立腺肥大症は，老齢期における前立

腺内腺の良性増殖によるもので，その病因論について

は古くからさまぎまな説が述べられているがいまだそ

の原因は不明といえる7），しかしながら，前立腺肥大

結節中のDHTの有意の蓄積8）ならびに肥大結節の

可溶性分画中にDHTと特異的に結合する蛋白が証

明された9～13）ことにより，前立腺肥大結節がアンドロ

ゲン依存性である．ことが1つの事実として確認され

ている14）がその作用様式の詳細については不明の点も

少なくない．．たとえばCa2＋を．はじめとするいくつか

の二価金属イオンは，ステロイドレセプターになんら

かの影響を与えることが認められているが15～22），ヒ

ト前立腺組織についての報告はない．そこで，著者は

手術的に摘除されtaヒト前立腺肥大組織における細胞

質内のアンドロゲン結合蛋白の基礎的検討をおこなう

とともに，この結合蛋白とアンドロゲンとの結合に

3号 ig83年

おけるCa2＋およびMg2＋の影響を検討し，若干の

知見を得たので報告する。

実験材料および方法

 実験には神戸大学医学部附属病院泌尿器科で，前立

腺被膜下摘除術の際に得られた前立腺肥大組織を用い

た．切除した組織はただちに冷氷上で周囲の結合織を

とり除いてハサミで細切，生食にて洗源し，ただちに

実験に用いるかまたは一70℃にて保存した．なお摘

除組織は病理組織学的に前立腺肥大症であることが確

認されている．

 実験のあらましはTable lに示されている．

 細切した組織は0．25Msucrosc，1mM EDTAを

含むpH 7．4の50 mM Tris－HCI緩衝液（Tris－

EDTA buffer）を約4倍量加え，ポリトロンでホモジ

ナイズしたのち，超遠沈器にて105，0009で60分間遠

沈し，上清をサイトゾール分画として実験に用いた．

 サイトゾール中の蛋白濃度はウシ血清アルブミン

（BSA）を標準濃度とした．Lowry法23）により測定さ

れ，通常の実験には蛋白濃度が2mg／mlになるよう

に希釈して用いた．

 ステロイドとtcstosterone binding globulin（以下

TBG）の結合実験に用いたヒト血漿は，健康成人男

子の静脈血をヘパリン加採血によって得，一70℃に

て使用まで保存した．

Table 1． Assay procedure for the binding of dihydrotestosterone （DHT） or methyltrienolone

     （R1881） to human plasma and cytosel from human benign hyperplastic prostatic

    tissue M vitro

           ProstateCBPH）            t

           Homogenizing the tissue
            s

           Centrifugation（105，000g，60’｝
            t

           Cytosol preparation 一 Protein determination

             酵諮り

                ↓
      3H－Steroids十atiquots of cytosol｛plasma｝

       ／  ＼
Dextran coated charcoal

セ      セ

  ↓

Centrifugation

  l

Sephadex G－25 Column
Chromatography
    s

Sephadex G－200 Column
Chromatography

Radioactivity in supernatant

was counted
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 標識ステロイド「として，New England Nuclcar

（NEN）社製の合成アンドロゲンである3H－methyltr－

ienolone（3H－R1881，87．O Ci／m mol）および3H－di－

hydrotestosterone（3H－DHT，50・6 C三／m mol）を用い

た．非標識ステロイドはSigエna社より，そして合成

プロゲスチンであるpromegestone（R 5020）はNEN

社より購入した．

 標識ステロイドとサイトゾールを4℃で7時問イ．

ンキュベイトし，目的に応じてデキストラン炭末法あ

るいはSephadex G－25 column chromatography（G－

25カラム）により結合・非結合分画を分離した．さら

に100倍量の非標識ステロイドを加えた系列を作製

し，同一の分離操作により得た結合量を非特異的結合

量とし，これを非標識ステロイド非添加群の結含量よ

り差し引いたものを真の結合量とした．

 つぎに前述した操作の詳細について述べる．

 デキストラン炭末法は，標識ステロイドとインキュ

ベイトしたサイトゾールまたは血漿O．5 mlにデキス

トラン炭末液（0．05％w／vデキストラン500，0．5％

w／vNorit A，を含むTris－EDTA buffer）を。．5 ml

加え，ボルテックスで10秒間振猛し，4℃で10分間静

置したのち3，000 9で15分間遠沈した上清の0．5ml．

を正確にカウンティングバイアルに移し，トルエンシ

ンチレ心墨ー （PPO互09， methanel 20 ml， toluenc
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980ml＞を10 ml加えて液体シンチレーションカウ

ンターにて放射性活性を計測し，結合量を求めた．

 G－25カラムによる結合分画と非結合分画の分離操

作には，内径1cm高き25 cmφカラムを用い，イ

ンキュベイション後のサンプルを乗せて，Tris－EDTA

bufferで溶出レた．

 Sephadex．G－200 column chroma‡ography（G－200

ガラム，内径2．5 cm，高さ100 cm，．Pharmacia， Swe－

eden）は， Tris’一EDTA bufferにて流速15 ml／hの

上行式で溶出し，フラクションコレクターにて5m王

ずつ採取した．この場合のサンプルは，あらかじめデ

キストラン炭末法またはG－25カラムにて非結合分画

を除去した後の結合分画を使用した．

 サイトゾrv一・ル中におけるカルシウムまたはマグネシ

ウムイオンの各モル濃度の作製は，蛋白濃度1 mg／O．4

mlのサイトゾールを作り，これに，目的とする濃度

の5倍のモル濃度のカルシウムまたはマグネシウムイ

オンを含むTris－EDTA bufferの0．1mlを添加する

ことによってなしえた．

 なおウシ盈清アルブミン〈BSA），ヒトガンマグロブ

リン，Norit A，デキストラン500はSigma社より，

Sephadex G－25 eh’romatography， Sephadex G－200

chromatography， Blue dextranは Pharmacia Fine

Chemical社より購入したものである。
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Fig． 1． Time course of binding of 3H－DHT or 3H－R l 881 to human benign hyperplastic prostatic cytosol
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D アンドロゲン結合蛋白の基礎的検討

．29巻 3号 1983年

      前立腺サイ．トゾールに3H－DHTまたは3H－R1881

     （2×10－8M）を加え，24時間後までの結合能の経時変化

     を．デキストラン炭末法で観察した結果，インキュベイ
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ション開始7時間後までの結合量の増加は著しく，そ

の後24時間までは不変であった（Fig．1）．インキュベ

イションの際に添加する3正｛一DHTまたは3H－R1881

の濃度を種々変えて結合能におよぼす影響を検討した

結果，10一8M～2×10－8M前後で両者とも平衡に達し

た（Fig・2，3）・しkがって以後3H－DHTまたは3H－

R1881を用いてアンドロゲン結合蛋自の分析をおこ

なう際には，蛋白濃度2 mgfmlのサイトゾール0．5

mlに2×10－8Mの3H－DHTまたは3H－R1881を
加えて，4。Cで7時間インキュベイトした。

 上記方法にしたがってヒト前立腺肥大組織サイトゾ

ール中の3H－DHTあるいは3H－R1881に対する結

合蛋自をScatchard Plot24）により分析した．

 DHTに対する解離定数は9．4×10－IOM，最大結

含部位数は55fmoles／mg protein（Fig．4），いっぽ

うR1881に対する解離定数は5．1x10－gM，最大結

合部位数は25．5fmoles／mg protein（Fig・5）となり，

サイトゾール中にDHTおよびR．1881に対する高

親和性でかつ飽和性のある結合蛋白が証明された．

 サイトゾール中のアンドロゲン結合蛋白の特異性を

検討する目的で，3H－DHTまtは3H－R．1881の100倍

量の濃度の各種非標識ステmイドを添加し，3H－DHT

あるいは3H－R1881とサイトゾールとの結合がいか

に影響きれるかを観察した．

 非標識ステロイド非添加時の，標識ステロイドと結

合蛋白との結合をコントロール（100％）とし，各種

非標識ステvdドがその結合におよぼす影響を，コン

トロールに対する百分率で示した（Table 2）．3H－DHT

に対する影響は，DHTはもちろん， testosteroneと

Table 2． Steroiid binding specificity of cytosol

    protein as steroid with 3H－DHT or

    3H－R1881

Competing steroids Ole of control

Ligancts

3H－DHT SH－R 1881

DHT

R 1881

Estradiol

R 5020

丁estosterone

Dexamethasone

CortisoS

27

84

47

92

34

97

94

53

32

68

41

61

96

9B

．量

蕊

ミ

i
o

50000

10000

5000

’

一

1

  寛

  Iti H Cytosol
  l！
  昌 ←一一。・・G
  I’ 1，

i ll，

1’ k，

 t   t ！C                      －

 l   s “t’一L一 1’ ．．A．V／
               t
T『 丁       ／

1 i！ ．，yi
            ／ i     ！         i
 「     亀        ！

’ 1 ノ♂
1 A 6一 一・ 一一 一〇’

1
，6

  ．Os
 一’ ’N．O” ’N

iLN

7
イ
 N
N

N
N
N
N
N
N

N N
℃隔隔
  、噛Q

10 20 30 40

                                      Fraction （ml）

Fig． 6． Gel filtration on Sephadex G－25 column of cytosol and TBG bound to 3H－DHT
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も強く競合し，estradiolもかなり競合する．．成績で，

R188 iも軽度影響したが，． R5020， dexamethasone，

cortiso1については競合しなかった．．3H－R1881の

結合に対する競合は，R1881でもっとも強く，つい

でR5020， DHTおよびtestosterone． ﾆ続き， estra一

diolもある程度競合したが， dexamethasone， cortisol

ではほとんど影響しなかった．

 2） アンドロゲン結合蛋白の性状

 前立腺サイトゾールまたはヒト血漿と咀一DHTと

を4。Giにて7時間インキュベイトし，それぞれを
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G－25カラムを用いて溶出した成績をFg．6に示し

た．両者とも結合分画は6～12・mlの間に溶出され，

非結合分画との分離は良好であった．なお，結合分画

を容易に区別できるように検体にBlue dcxtranを加

え，着色された分画を採取した．

 ヒト血漿と3H：一DHTあるいは3H－R1881，前立腺

サイトゾールと3H－DHTあるいは3H－R1881をそ

れぞれインキュベイトしたものを，G・25カラムで結

合分画のみを分離して，これをさらにG－200カラム

で分析しt．前立腺サイトゾールと3H－DHTの結合

体については，あきらかに分子量の異なる2つのピー

クが得られた，すなわちvoid volume（Vo）に1つと，

ヒトガンマグロブリンが溶出される位置（lgG分画）

付近に小さなピークが1つ溶出された．サイトゾール

と3H－R1881の結合体についてはVoに1つのピー

クを得たが，IgG分画付近のピークはごくわずかで

あった（Fig，7）．ヒト血漿と3H－DHTまたは3H－

R1881との結合体をG－200カラムで分析すると，と

もにIgG分画付近にピークをみとめたが，3H－R 1881

との結合はごくわずかであった（Fig．8）．

 3H－DHTおよび3H－R 1881の血漿に対する結合を

Scatcha「d Plotにより解析した． DHTの解離定数

は10－SMのオーダーとなったが， R1881について

はこの実験条件下では測定しえず，R1881と血漿と

の結合は非特異的な結合と考えられた．

 前立腺サイトゾールのDHT結合蛋白について種

々のステロイドの交叉反応性を検討した．

 すなわちG－200カラムで結合蛋白を2つの分画に

分離，採取し，各種非標識ステロイドを添加して競合

反応をおこない，デキストラン炭末法で結合分画を分

Table 3． 3H－DHT，binding specificity of the ma－

    cromolecular fractions from cytosol elut－

    ed by Sephadex G－200 column chromat－

    ography

Competing steroids Ole of control

DHT

Estradiol

R 5020

Testosterone

Dexamethasone

Cortisol

Vo Fraction lgG Fraction

76

89

95

82

96

97

52

72

93

68

99

98

離した．非標識ステロイド非添加時の結合分画の計測

値を100％とし，標識ステロイドの100倍量（2×10－6

M）の各種ステロイドを加えた際の結合分画の計測値

を前者に対する％で示した（Table 3）．

 DHT結合蛋白のVoおよびIgG分画の2つの分

画における，各種ステロイドの3H－DHT結合に対す

る影響のしかたは異なっており，全般的にIgG分画

における非標識ステロイドの競合は，Voにおける競

合よりも大きくなったが，それぞれの分画における各

種ステロイドによる競合順位は一致した．またTable

2の各種ステロイドの3H－DHTの結合に対する阻害

率の方が，これら2つの分画における阻害率より大き

かった．

 3H－DHTあるいは3H－R1881と前立腺サイトゾー

ルの結合に対するCa2＋あるいはMg2＋の影響を検

討した．0．5－12mMのCaCI2あるいはMgCI2を
含むサイトゾール（蛋白濃度1mg／0．5 m1）の系列を

作製し，これと2×10－8Mの3H－DHTまたは3H－

R1881とを4℃で7時間インキュベイトし，デキス

トラン炭末法にて結合分画を分離し，イオンを含まな

いときの結合分画の計測値を100％として，それらの

増減を比較検討した．3H－DHTの結合におよぼす

Ga2＋の影響は，その濃度の増加にともなって3H－

DHTとの結合は増加し， CaCI2濃度が4－6 mMの

あたりでほぼ最大となり，12mMで平行となった．

CaC12を含まないときの3H－DHTとの結合量をコン

トロールとし，CaC12各濃度におけるその結合量と

の差をt検定したところ，CaC12 2 mMで危険率p〈

0．01，12mMでp〈⑪．05，その他の濃度でもp〈0．025

と有意に高い結合を示した（Fig．9）．同様に3H－R

1881と前立腺サイトゾールとの結合に対するCa2＋

の影響をみたが，この場合CaC12濃度の増加にとも

なってその結合は漸減し，CaC128mMでp〈0．05，

10mMおよび12 mMでP〈0．025，と，コントロ

ール（CaC12を含まないときの結合）に比し，有意に

低い結合となった（Fig．9）．

 前立腺サイトゾP一一ルと3H－DHTまたは3H－R 1881

との結合に対するMg2＋の影響をFig．10に示し

た．MgCI2濃度の増加にともない3H－DHTの結台

は増加し，4～6mMで平行となった． t検定では2

mMでP＜0・025，4mMでPく0．01，6mMで
Pく0．05，8～12mMでP〈0・005とコントロールに比

し有意の増加を示した．3H－R1881の結合はMgC12

濃度の増加にともなって減少傾向を示したが，12mM

でのみp〈0．025と有意の低下であった．

 いっぽう3H－DHTおよび3H－R1881とヒト血漿
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との結合についても，前立腺サイトゾールの場合と同

様にCaC12あるいはMgC12の濃度を変化させ，そ

の結合の変化を観察した。3H－DHTの結合はCaC12

濃度の増加にともなって増加し，4～6mMでほぼ最

大となってあとは平行となった．その増加率は3H一

DHTとサイトゾールの結合におけるよりも全般的に

大となった．t検定ではでCaCI20．5 mMでP＜

0．05，2～6mMでp〈0．025，8～12 mMでp＜0．Ol，

と有意な増加であることを示した（Fig．11）．．3H－DHT

とヒト血漿の結合に対するMg2＋の影響も同様であ
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り，MgC126～8mMでその結合もほぼ最大となっ

た．またその増加率はサイトゾールにおけるよりも大

きかったが，Ca2＋の3H－DHTとヒト血漿の結合に

対する効果より小さかった．t検定ではMgGI20．5，

8，12mMでPく0．025，2，4，6，10mMでP＜O・Ol

と有意の増加であることが示された （Fig．12）．3H一

R1881とヒト血漿との結合については，ごくわずか

であり，Scatchard p1Qtによる分析ができず非特異的

結合と考えられることを先に述べたが，CaC12および

MgC12の濃度による変化もなく，どの濃度において

もコントロールに比し有意な結合の変化は見られなか

った （Fig．11，12）．
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 3H－DHTあるい．は3H－R1881と前立腺サイトゾー

ルとの結合に対するCa2＋およびMg2＋の影響をG－

200カラムを用いてきらに詳しく検討した．

 3H－DHTと前立腺サイトゾールとめ結合で， CaC12

を加えないときのG－200カラムによる溶出パタ・・一・ン

をコントロールとして，CaC124mMおよび12mM

とした場合の溶出パターンをFig．13に示した．コ

ントP一ルではVo．の大きなピークとIgG分画付

近の小さなピークを認めたが，CaC124mMの条件

下ではVoのピークはコントn一ルに比してやや低

下しIgG分画付近のピークは著明な増加をみとめ，

CaC1212皿Mの場合ではこれらのピ～クの変化はさ

らに顕著となった．3H－R188iと前立腺サイトゾール

との結合に対するCa2＋の影響（F三g．14）は，コント

ロールに比しCaC1212mMの場合にVoのピーク
が著明に減少したが，ほかの分画では変化はみられな
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かった．3H－DHTと前立腺サイトゾールとの結合に

対するMg2＋の影響（Fig．15）は， Ca2＋の影響と同

様にコントローールに比しMgCI2を4mM，12 mM

と変化させるとVoのピークの減少およびその減少

分より大きなIgG分画付近のピf・一一クの増大をみとめ

たが，Ca2÷の影響に比べVoのピークの変動は少な

かった．Fig・16は3H－R1881と前立腺サイ卦ゾール

との結合におよぼすMg2＋の影響を示したもので，

MgC12 12 mMの場合にVoのピークの低下がみら

れるのみで，ほかはほぼ同一のパターンであった．こ

の低下はFig．14におけるCa2＋によるVoのピー

クの低下より少なかった．

 また，Fig．11で示したようなCaC12濃度の上昇

にともなう3H－DHTとヒト血漿との結合の増加を

G－200カラムで分析すると，IgG分画のピークの増

加を認めるのみであった（Fig．17）。

 以上のようにCa2＋， Mg2＋は，3H－DHTおよび

3H－R1881の前立腺サイトゾールまたはヒト血漿への
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結合に対し同様の影響を与えたが，その作用の強さは

Ga2＋の方がMg2＋よりも大きかった．

考 察

 ステロイドホルモンの標的細胞内に，特定のステロ

イドホルモンを識別して結合する蛋白質性の受容体が

あり，ホルモンと受容体との複合体は核へ移行し，遺

伝子活性化機構を介して一連の複雑な作用が発揮され

ると考えられている．

 Toft， Gorskiらによるラット子宮可溶性分画からの

エストPゲン結合蛋白分子の分離25，26）が事実上のホ

ルモンレセプターの生化学的研究のはじまりとなり，

Jcnsenらによって提唱されていた子宮エストロゲン

レセプターの仮説27）が支持された28）．

 いっぽう，アンドロゲンに対するこの種の研究は前

立腺とtestosteroneとの関係において進められ，1968

年Liaoら5）わよびWilsonら6）によってtestosterone

の還元型であるDHTがその活性型であることが報

告され，その後DHTの作用発現にさいしてアンド

ロゲンレセプターの存在が示唆されるにいたった．す

なわち1969年以降Liao29一’3i）， Tveter32・33）， Mainwar－

ing34）， Baulieu3s），らにより門歯類の前立腺細胞可溶

性分画にDHTと特異的に結合する蛋白分子の存在

が相ついで報告され，その性質および核への取り込み

実験からDHTレセプターの存在が確認きれ，作用

機序が解萌されるようになった．

 さてヒトにおいては，本来の前立腺（外腺）がアン

ドロゲンの存在下に雄性副性器として重要な働きを持

っており，加齢にともなうアンドロゲンの．低下ととも

に萎縮する．いっぽう，成年期には痕跡的存在にすぎ

なかった内腺には老齢化と共に良性の増殖がおこり，

尿道を圧迫して排尿障害をきたすようになるのが前立
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腺肥大症である．前立腺肥大症の病因はいまだあきら

かではないが，肥大結節が組織学的に外腺と類似し，

玄勢した男子や類臣官症には本症が発症しない事実36）

もあって，アンドロゲンとの関係が注目されてきた．

本疾患の血中ホルモンレベルでの特徴ある一定の見解

は認められないが37”4。），肥大結節組織中のtestoster－

oneおよびDHTの有意の蓄積ならびIC Sα・reductase

活性の上昇，さらにはアンドロゲン結合蛋白の証明に

より，本症のアンドロゲン依存性が確認され14），本症

の誘因としてDHTが考えられている41）．

 前立腺肥大結節中におけるアンドロゲン結合蛋白は

さまざまな方法で証明きれている．

 すなわちショ糖密度勾配法9・10），ゲル濾過法11・12），

電気泳動法13）などが用いられている．

 今回の実験では手技が簡便で受容体の定量的解析が

可能で再現性に富むことから，in vitroの系を用いた．．

すなわち，肥大結節をホモジナイズし，超遠沈をおこ

なって細胞質に相当する上清分画すなわちサイトゾー

ル分画を調製し，一定量の標識ステロイドとインキュ

ベイトし，その結合量を測定した．受容体結合・非結

合分画の分離法としてはデキストラン響町法，G－25

カラム法を用い，さらに詳しい分析にはG－200カラ

ム法を用いて検討した．

 さて，このin vitroの測定系でヒト前立腺肥大組織

を秘料とする場合，もっとも問題となる．のは受容体蛋

白以外の結合，とくにサイトゾ・一一ルを調製する際に混

入する血中testosterone binding globulin（TBG）の

影響である．強力な作用を持つ合成アンド．mゲンであ

るmethyltrienolone（R1881）は，ラット前立腺やヒ

ト前立腺三木組織のアンドロゲンレセプターに高親和

性に結合するが，ヒト血清中のTBGには結合せず，

TBGの混入が問題となる腫瘍やアンドロゲン依存性

の組織におけるアンドロゲンレセプターの検討にきわ

めて有用であることがBonne， Raynaudによって示

された42｝44）．今回の実験では，DHTおよびR1881

をligandとして使用し検討した．

 一般に受容体の特性は，標的組織局在性，ステロイ

ドに対する結合親和性，結合容量，結合特異性によっ

て示される．ヒト前立腺肥大組織ホモジネートより得

たサイトゾールについてDHTおよびR1881の結

合親和性，結合容量を検討したが，DHTの場合，’解

離定数（Kd）は9・4×10－1。M，最大結合部位数（B

max）は55 fmoles／mg proteinとなり， R1881を使

用するとKd＝5．1×10－gM， B max－25．5 fmoles／mg

protein，となり，きわめて親和性が高く，その結合は

飽和性であることが認められた．解離定数では諸家の

報告45”48）とよく一致したが，結合部位数で差がみら

れたのはサンプルが臨床材料であることからその性状

が一定していないこと，またこの種の結合蛋白はきわ

めて不安定49）なため操作の過程で変性し減少していく

．ので，実験系のちがいによりその減少度が異なるこ

．と，あるいは熱に対しても不安定50）であることも原因

と考えられる．

 DHTのヒト前立腺肥大組織の細胞質結合蛋白は，

ショ糖密度勾配法では沈降係数が8Sと4Sの2種類

が認められており5。）， G－200カラムによってはVo

およびIgG分画付近の2ヵ所にDHT結合蛋自の
溶出をみとめている48・5D）．

 今回の実験で著者もG－200カラムを用いるゲル濾

過により，DHTおよびRI881結合蛋白の性状を検

討し，DHT結合蛋白はVoおよびIgG分画付近の

2ヵ所にみとめ，Ri881のあきらかな結合蛋白はVo

の1ヵ所のみで，IgG分画付近にはごくわずかなピ

ークをみとめるにすぎなかった．いっぽうヒト血漿と

3H－DHTの結合をGt200カラムにて分析すると，

ピークはIgG分画にみとめられ，ヒト血漿と3H・R

1881の場合も同様でIgG分画に小さなピークをみ

とめ［E「BG．との結合力1ごく僅かであるが認められ，

Bonne∫Raynaudの報告42・43）とは異なる結果であっ

た．しかしながら3H－Ri881のヒト血漿に対する結

合をScatchard plotにより分析したが，高親和性で

飽和性のある結合が得られず，非特異的な結合と考え

られた．

 Steinsら5エ）による：と，．ヒト前立腺肥大結節サイトゾ

ール申にはラットにおいて証明されているアンドロゲ

ンレセプターはなく，アンドロゲン結合蛋白はTBG

であると述べている．

 Cowanら52）によると， TBGが前立腺肥大結節の

stromaにも存在するとしており， Mobbsら53）の意

見は，ヒト前立腺肥大結節サイトゾールのステロイド

結合特異性はラット前立腺のアンドロゲンレセプター

よりTBGに近い， としており，前立腺肥大結節中

にはTBGのみでアンドロゲンレセプターは存在しな

い，という意見である．しかしながら今回の実験では

G・200カラムによりVoおよびIgG分画付近に溶

出される2つのアンドロゲン結合蛋白を証明できた．

 これら2種の結合蛋白のうちVoに溶出きれる分

子の大なるものが真のレセプターと考えられ，第2の

結合蛋白はTBGがG－200カラムにより溶出される

1gG分画付近に出現するため， TBGの混入とも考え

られる．

 Tsuboiら54）は，ヒト脳サイトゾール中のグルココ
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ルチコイド結合蛋白に関する研究で，コルチゾール結

合蛋白をG－200カラムによりVoおよびIgG分画
付近の2ヵ所に認め，corticosteroid binding globulin

（CBG）と考えられる IgG分画付近のピークは，抗

ヒト血清蛋臼血清をカップリングしたCNBr－Seph－

arose 4B aMnity column chromatographyによる観

察から，単にCBGの混入でなく， CBG様蛋白がヒ

ト脳サイトゾール中に存在する可能性を示唆した．さ

らにラットの生食灌流により，血液混入を除いた脳組

織を用いたグルココルチコイドレセプターに関する研

究55）においても，このGBG様蛋白を証明している．

ヒト前立腺肥大結節においても脳におけると同様，

Steinsら51）およびCowanら52）が述べているように

G－200カラムによるIgG分画付近のアンドロゲン結

合蛋臼は単にTBGの混入だけでなく，組織内に存

在しているTBG様蛋白と考えられる．この結合蛋臼

は真のレセプターとは考えられておらず，生理学的意

義は不明だが，アンドロゲンの保持や代謝の調節を演

じているときれ56），ステロイドの作用機序に重要な因

子と．考えられる．

 アンドロゲン結合蛋白の結合特異性を検討する目的

で各種ステロイドによる競合をおこなった．100倍の

濃度の各種非標識ステロイドの添加により，3H－DHT

の結合は，DHTはもとより， testosterone， estradiol，

R1881によっても置換をうけ，3H－R1881の結合は，

R1881はもとより， R5020， DHT， testosterone，

estradiolなどによっても置換されることが判明した．

3H－DHTと3H－R 1881の両者の結合に対する，各種

非標識ステロイドによる競合の割合が異なるのは，

RI881がプロゲスチン結合蛋白にも結合する44・57・58）

ためと考えられる．また結合蛋臼をG－200カラムで

Vo分画およびIgG分画に分取して，3H－DHTに対

する結合を各種非標識ステロイドで競合させると，

IgG分画での競合はVo分画での競合より強くあら

われたが，各種ステロイドの競合順位は両分画で同一

であり，ほかの報告59）と一致した．

 さてCa2＋をはじめとするいくつかの二価金属イオ

ンはステロードホルモンの作用機序でなんらかの役割

を有すると考えられている．

 Mo2＋はアンドmゲンレセプターの安定化をおこ

し20・21），Zn2＋はレセプターとステロイドとの結合を

阻害することが認められている22）、エストロゲンレセ

プターとCa2＋の関係を述べたいくつかの報告15～19）

があり，De Sombreら15）はウシ子宮のエストロゲン

結合蛋白の精製においてCa2＋により安定な4S結合

蛋白を得，Rochefortら17）も同様の実験で，非可逆
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性4S結合蛋白の生成がCa2＋依存性のproteolysis

によることを推測した．

 またNotidesら互9）はヒト子宮の， Schneiderら18）

はヒト乳癌組織のサイトゾール申に，エストロゲン結

合蛋白に対するproteaseをみとめ，その作用がCa2＋

によって増強されることをみとめているが生理的意義

は：不明である．Pucaら16）はウシ子宮を用いた実験

で，エストロゲン・レセプター複合体が核内にとりこ

まれて作用を発現する過程で，5．3Sから4．5Sへの変

換の際に働くCa2＋依存性のprQtease作用を示す
物質をみとめ，これをReceptor Transf（）rming Fac－

torと称した．

 今回の実験ではサイトゾール中に含まれるGa2＋お

よびMg2＋が，アンドロゲンと肥大結節サイトゾー

ル中の結合蛋白との結合にいかに影響するかを検討し

た．Ca2＋濃度の上昇にともない3H－DHTとの結合

は増加し，3H－R1881との結合は減少した． Mg2＋に

ついても同様の作用がみとめられたがCa2＋ほど強く

｝まなカ〉っアこ．

 3H－DHTとの結合をG－200カラムにより分析する

と，Voのピークの減少とIgG分画付近のピークの

より大なる増加をみとめ，3H・RI881との結合の場合

はVoのピークの減少のみをみとめた．3H－DHTと

の結合で，両イオン濃度の上昇により全結合量が増加

したのはVoのピークの低下分より以上にIgG分画

付近の結合量の増加がみとめられたためと考えられ

る．3H－R1881との結合ではVoのピークの低下のみ

みとめたことから，全結合量の低下が生じたものと考

えられる．このようなCa2＋あるいはMg2＋による

結合の変化は，前立腺サイトゾール中のアンドロゲン

結合蛋白がイオン強度（0．5MK：Cl）により8Sから

4Sに解離するという報告IG）があるため，単にイオン

作用によるサブユニットへの解離であるとの可能性も

考えられるが，それに対する異論48）もあり，かつ今回

の実験結果で同じ二価金属イオンであるCa2＋と

Mg2＋の作用に差がみられたこと，またイオン濃度も

低いことから，上記の変化は単なるイオン作用による

ものとは考えがたく，サイトゾール中には，Ca2＋依

存性に結合自尊分子に変化を与える物質：が存在する可

能性も示唆されたことになる．

 血清中TBGに対する3H－DHTの結合がCa2＋お

よびMg2＋により著明に増加することから，3H－DHT

と結合蛋白の結合でのCa2＋およびMg2＋による

IgG分画付近の結合量の増加は， TBGないしTBG

様蛋白に対するCa2＋およびMg2＋のイオン作用に

より3H－DHTとの結合量が増加したためのものとも
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考えられ，Voでの結合量の低下を考えあわせると，

その結合蛋白の有するDHTもしくはR1881との

結合面がイオン作用により変異する可能性も示唆され

るが，前立腺肥大症の病態にどのように干渉している

かはいまだ結論を得るに至っていない．

 前立腺肥大症におけるアンドVゲンの関与について

は，アンドロゲン結合蛋白の重要性が一般に認められ

ている14・56）がその詳細についてはいまだ議論が多い、

アンドロゲン作用機序における結合蛋白の役割に

Ca2＋がなんらかの関わりを持つことが本研究により

あきらかにされたが，この点についてはさらにMg2＋

の作用も含めて今後の検討が必要である．

結 語

 ヒト前立腺肥大組織を用いて，細胞質アンドロゲン

結合蛋臼についての基礎的検討をおこなった．

 1）Scatchard plotにより前立腺サイトゾールの

反応を解析したところ，DHTに対する解離定数
（Kd）＝9．4×10｝iOM，最大結合部位数（B max）＝＝55

imolesfmg PrGtein， R1881に対してはKd＝5．1×

10－9M， B max＝25．5 fmoles／mg protein，とこのサ

イトゾール中に高親和性でかつ飽和性のある結合蛋白

を認めた．

 2）前立腺サイトゾール中のアンドロゲン結合蛋白

を，3H－DHTまtは3H－R1881の結合下に，100倍

量の非標識ステロイド（DHT， R．1881， estradiol， R

5020，testosterone， dexamethasoneラcortisol）と競合

させた結果，DHTあるいはR1881に対し特異性を

有することが証明されたが，両者の結合に対する二二

標識ステロイドの阻害率には差がみとめられた．

 3）前立腺サイトゾールと3H－DHT．との結合体は

G・200カラムを用いたゲル濾過法で，VoおよびIgG

分画付近の2カ所に溶出されたが，3H－R1881との結

合体はVoに溶出され， IgG分画付近には溶出され

なかった．

 4）前立腺サイトゾール中の結合蛋白と3H－DHT

または3H－R1881との結合に対するCa2＋および

Mg2＋の影響を調べた．3H－DHTとの結合は，両イ

オン濃度の上昇にともなって増加し，Ca2＋では4～

6mMまで， Mg2＋では6一一8 mMまで著明な増加

を示したが，、その後（12mMまで）の増加は緩除と

なった．3H－R1881との結合は，両イオン濃度の増加

にともなって減少傾向を示した．

 5） 3H－DHTとTBGとの結合でもCa・2＋および

Mg2＋はその結合量を増加させたが，．両イオンによる

差はほとんどなかった．3H－RI881とTBGとの結合

はG－200カラムでlgG分画にわずかのピークとし

て溶出されたが非特異的な結合と考えられ，Ca2＋あ

るいはMg2＋でも影響されなかった．

 6）3H－DHTあるいは3H－R1881と結合蛋臼との

結合に対するGa2＋まttはMg2＋の影響をG－200カ

ラムにより分析した．3H－DHTの結合では両イオン

濃度の増加にともない，Voのピークの減少および

IgG分画付近のピークの増加をみとめたが，3H・R

1881の場合はVoのピークの減少をみとめたの為で

あった．これら一連の実験を通じて，Mg2＋よりも

Ca2＋の影響が大きかった．

 これらの変化は二価金属イオンの影響によるものと

も考えられるが，サイトゾール中にはCa2＋あるいは

Mg2＋の存在下で結合蛋自分子に作用をおよぼす物質

が存在する可能性も考えられた．

 本論文の要旨は，第52回日本内分泌学会総会において発表

した．

 稿を終わるにあたり，．御指導ならびに御校閲を賜った恩師

石神嚢次教授に感謝の意を捧げ，また直接御指導をいただい

た守殿貞夫助教授ならびに本学国際交流センター坪井誠吉助
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