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ヒ ト前立腺肥大症組織 の腺上皮お よび間質 における
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   An average of  20  x  106 nucleated cells were obtained from 1 g tissue of human benign 

prostatic hyperplasia by mechanical separation technique. Of these cells, 96.2 % showed acid 
phosphatase activity and this was 10 times higher than the remaining stromal fraction on 
a protein base. 

   The total activity of 5a-reductase was 81 times higher in stroma than epithelium and the 
total activity of 3  (/3 )-oxidoreductase was 29 times higher in stroma. 

   Androgen receptor amount measured in total tissue, epithelium and stroma were 100, 29 
and 62 fmol R1881/mg DNA, respectively. 

   These results suggest that androgen metabolism takes place mainly in the stroma of 
human BPH tissue, and that BPH is probably the disease of prostatic stroma. 
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ま え が き

前立腺組織の器官発生においては,ア ンドロジェン

の存在と間質組織の作用が必須であることはすでに明

らかにされてお り1・2),いっぼう,ヒ ト前立 腺肥大症

においては,傍 尿道腺組織が間質との関連を保ちつつ

増生し,結 果的に前立腺肥大症結節へと導かれること

も知られている3).さ らに5α 一リダクテースは,前 立

腺肥大症組織では,正 常前立腺組織および,前 立腺癌

組織よりも活性が高 く,組 織培養で得られた線維芽細

胞中の5α 一リダクテース活性は,前 立腺肥大症の線維

芽細胞では前立腺癌組織および正常前立腺組織のそれ

よりも高いことが報告されている4・5).

この ように,上 皮と間質の相互関係は,前 立腺組織

の誘導と前立腺肥大症の発生の制禦においてきわめて

重要であるが,こ の関係をより深く理解するためには,
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上皮と間質の特性をそれぞれさらに詳細に研究するこ

とが必要である,

われわれは,前 立腺肥大症組織を上皮 と間質に分離

す る簡単な方法を開発し,そ の分離された上皮と間質

を用いて男性ホルモン受容体ならびに5α 一リダクテー

ス活性を検索 したので報告する.

対 象 と 方 法

上皮 と間質の分離

前立腺肥大症組織を上皮と間質に分離する方法につ

いてはすでに報告 したが6),以 下簡単に説明する.手

術的に得られたヒト前立腺肥大症組織を,ハ サ ミを用

い,直 径2mm以 下に細切し,そ の組織を用手的に

圧搾したのちつぎに述べるような方法で上皮 と間質に

分離した.ま ず5分 間の静置ののち,上 皮細胞と血球

細胞とを含む上清を30分 間静置 し,上 皮細胞を沈澱 さ

せ,主 に血球細胞を含む上清を分離 した.間 質を含む

沈澱物より上皮をできるだけ除去するために,組 織細

切機(MickleLab.EngineeringCo。England)に

て直径0.5mm以 下 に細切 し,100μmの ナイロンガ

ーゼを用いて濾過し
,フ ィルター上に残 った組織を間

質組織 とした(Fig.1).こ れ らの操作は4℃ 以下に

冷却した培養液中 〔Eagle'sMinimalEssentialMe-

dium(MEM)十10%FetalCalfSerum(FCS)〕

に おいておこなった.

得 られた上皮細胞をIO"'2モ ルのSodiumethylene

diaminctetra-aceticacid(EDTA,Merck,West

Germany)を 含 み,Ca++,Mg++を 含 ま な い リ ン酸

緩 衝 液 中 に 浮 遊 させ,10分 間,37℃ に 放 置 し,得 ら

れ た細 胞 浮 遊 液 を血 球 算 定 盤 に て計 数 した.生 細 胞 比

率 はtrypanblueを 用 い て 測 定 した7).

上 皮 細 胞 中 の 酸 性 フ ォス フ ァ テ ー ス の 染 色 法 は

Serranoら の方 法8)に 従 った.

酸性 フ ォス フ ァテ ー ス の定 量 的 測 定 は次 の ご と くお

こな っ た.上 皮 部 分 は0.05モ ル の酢 酸緩 衝 液 に 浮 遊 さ

せ た もの を用 い,間 質 部 分 は液 体 窒 素 内 に て凍 結 させ,

Micro-dismembratorに て 粉 砕 し(45分 間,M三cro-

dismembratorB.BraunMeisungenCo,type853

062),両 部 分 を 超 音 波 に て さ らに 処 理 し(MSE150

wattUltrasonicDisintegrator),こ れ を25,0009

で30分 間 遠 沈,上 清 を 採 取 し,サ ンプル と した.サ ン

プ ルを フ ォス フ ォ リル コル ン と反応 させ,遊 離 した無

機 リンの 量 を 測 定 し,酸 性 フ ォス フ ァテ ース の 活 性 と

した9)(PhosphorusAuto/Statkit,PierceChe-

mica1Co.).

DNA,RNAお よび 蛋 白質 の測 定 は,両 部 分 を,

1規 定 のNaOHに て 液 化 した の ち,そ れ ぞ れ,

GilesandMyersio),Mijbauwii)andLowry12)の

方 法 で測 定 した.

5α一リダ クテ ー ス活 性

5α一リダ クテ ー ス活 性 の 測 定 は,上 皮 部 分 と間 質 部

分 を それ ぞれ 凍 結 紛 砕 の の ち,pH7に て,NADPH
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産 生 系 と と もに,3H・ テ ス トス テ ロ ンを反 応 させ,産

生物 を 抽 出 した の ち,代 謝 産物 を シ リカ ゲ ル の薄 層 ク

ロマ トグ ラ フ ィーに て分 離 し,液 体 シ ンチ レー シ ョ ン

カ ウ ンタ ーに て 比活 性 を測 定 した5).

男性 ホ ル モ ン受 容体

男性 ホ ルモ ン受容 体 の測 定 は,上 皮 部 分 と間質 部 分

をそれ ぞれ 凍 結 紛砕 の の ち,緩 衝 液(2mmol/l・

phosphatebuffer(pH8)十1g/1・heparin)を 加

え,1時 間放 置 した の ち,100,0009・30分 に て 遠 沈

し,上 清 を サ ンプ ル と した.こ の上 清 を10℃ で20

時 間,3H-R1881の みか,ま た は100倍 のR1881の

存 在 下 で反 応 させ,活 性炭 で遊 離 の ス テ 戸イ ドを 吸 着

の の ち,寒 天 ゲ ル電 気 泳 動.硫 酸 プ ロタ ミ ン沈 降 法,

また は 蕪 糖 勾 配遠 沈 法 に て,定 量 的に 男 性 ホル モ ン受

容体 を分 析 した13).

結 果

上皮 と間 質 の分離

Table1に 示 す よ うにBPHlgあ た り約20×106

787

個 の 有 核 細胞 が得 られ た.そ して この96.2%の 細 胞 に

酸 性 フ ォス フ ァー テ ー スの 活 性 が証 明 され,ま た 赤 血

球 の 混 入 も少 な く,生 細 胞 の比 率 も 高 い 結 果 が 得 ら

れ た.

上 皮 細 胞 お よび 間 質 よ り測 定 され た 蛋 白量,RNA,

DNAをTable2に 示 した.蛋 白 は上 皮 部 分 に3.2

%,間 質 部 分に66%,RNAは 上 皮 部 分 に5.3%,問

質 部 分 に48%,ま た,DNAは 上 皮 部 分 に16%,間 質

部 分}c77%o回 収 され た.酸 性 フ ォス フ ァテ ー ス活 性 は

間 質部 分に は上 皮 部 分 に 比 べ 約10分 の1の 活 性 が 認 め

られ,両 部分 の酸 性 フ ォス フ ァテ ー ス活 性 か らみ て も

上 皮 細 胞 と間 質 の分 離 は効 率 よ くお こなわ れ た といえ

る.

5α一リダ クテ ース活 性

5α一リダ クテ ース活 性 お よび3α(β)一 オ キ シ ドリダ

クテ ー ス活 性 はTable3に 示 す とお り,上 皮 に おい

てそ れ ぞれo.6nM/mgprotein/hour,o・36nM/mg

proten/hourで あ り,間 質 に お いて は そ れ ぞ れ2.4

nM/mgProtein/hour,o.54nM/mgProtein/hourで

Table1. IsolationofepitheliumfromtissueofhumanBPH

(n=15)

Nucleatedcells

(×106/9)

RBC

(x10『/9)

Viabilityof
Nucleatedcells

(%)

Acidphosphatase
PositivecellS

(%)

average 22.5±9.0 0.62±0.41 94.5±4.8 96.3±1.7

range 7.5～34.6 0.01～1。22 78.2～98.7 92,8～98.了

Table2.Recoveryofprotein,RNAandDNAinseparatedepithelial

cellsandstr・ma・fBPH(average・f3experiments)

(averageof3experiments)

t◎taltissue epithelium stroma

No.ofcells

(106/goftissue)

protein
(mg/goftissue)

RNA
(mg/90ftissue)

DNA

(mg/goftissue)

acidphosphatase

activity.(nmole

/μgpr◎tein/hour)

18.6±2.6

102±26(100%)3.3±0.9(3.2%)6了 ±8(66%)

6.5±O.了(100%)0.34±0.13(5.3%)3.1±O,3(48%)

1.3=ヒ0.3(!00%)0.21±0.02(16%)0.9ア ±0.27(77%)

330±49 13±11
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あ った.上 記2酵 素 の上 皮 お よび 間 質に お け る総 活 性

の比 は そ れ ぞれ1=81,1=29と な る.男 性 ホ ル モ ン

の 標 的臓 器に お け る代 謝 酵 素 の うち5α ・リダ ク テ ース,

3α(β)一 オ キ シ ド リダ クテ ース は重 要 な役 割 を担 うも

の と考 え られ て い るが,男 性 ホ ル モ ンの代 謝 は ほ とん

どが 間 質 で営 まれ て い る こ とを示 唆 した.

男 性 ホ ル モ ン受 容 体

Fig.2に 示 す よ うに,上 皮 と 間 質 に 分離 す るす べ

て の ス テ ップ で男 性 ホ ル モ ン受 容体 量 を 測 定 し,そ の

結 果 をTable4に 示 した 、 分 離 前 の 前立 腺 肥 大 症 組

織(T・),上 皮(E・),お よび 間 質(S・)に は それ ぞ れ

男 性 ホ ル モ ン受 容 体 が100fmolR1881/mgDNA,

29fmolR188i/mgDNA,62fmolR1881/mg

DNA検 出 され た.To,E・,Soを 比較 す る と,男 性

ホルモン受容体は,DNAを 基 準にみるとむしろ間質

に多く存在 した.

考 察

前立腺 肥大症 組織を 上皮と間質に分離する試みは

1970年Franksら14)に よ り器械的に分離する方法で

始ったが,分 離された上皮ではDNA合 成 が起 らな

いと述べている。つま り間質の支持が上皮の増殖に必

要であろうと結論 している.Gowanら は器械的に組

織を細切 したのちナイロンフィルターを用いて,両 組

織を分離 し,生 化学的に分析 しているが15)純度 の点に

おいて満足すべ きものではない.ま たHelmsら は器

械的に組織を細切したのち蛋白分解酵素にて細胞浮遊

液を作 りこれを濃度勾配のFicall液 中で遠沈し,上

Table3. EnzymeactivityoftwofractionsofBPH

(n=3)

5α 一reductase 3α(β)-

oxidoreductase

(3-hydroxygroup)

Ep. St Ep. St.

nM/mgprotein/hour 0.6ニヒO.12.4±0.60、36±0.030.54±0.06

ratiooftotalactivity
(St/Ep) 1 81±9 1 29±4

Ep.:epithelium

St.:stroma
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↓
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Table4.Amountofandrogenreceptor(averagcof4experiments)

pr◎teinbase

σ鵬1羅 乱)

DNAbase

(fmolR1881/mgDNA)
acidphosphatasebase

(ノ1,U∫鋤 膿1、,ase)

To

Tt

Eo

So

Sl

S2

9圭4

1了±2

15±4

16±6

(6～16)

(14～23)

(10～21)

(10～26)

28±15(1了 ～55)

29±19(1了 ～62)

100±43

88±9

29±3

62圭33

(54～160)

(69～100)

(23～43)

(33～112)

170±110(了6～360)

150±87(94～300)

4±3(1～9)

了 圭2(1～9)

2±1(1～2)

8±3(5～12)

13±9(了 ～29)

10±8(7～26)

皮を分離 しているが16),回 収率が悪 く,生 化学的検索

をおこなうには適さないと思われる.

われわれの分離方法では前立腺肥大症組織1gあ た

り平均2千 万個の有核細胞が得られ,そ のうち96%に

酸性フォスファテース活性が認められた.間 質は組織

標本にて上皮細胞をほとんど認めず,酸 性フォスファ

テースは単位蛋白あた り上皮部分の25分 の1で あっ

た.す なわち,わ れわれの方法は今までの方法と比較

L14～16)有核細胞収率,酸 性フォスファテース活性 比

率,お よび蛋白,核 酸の生化学的検索よりみて,分 離

効率はきわめて高い.わ れわれの得た結果では5α 一リ

ダクテース活性のほとんどが間質に含まれているが,

これはCowan,Sirettの 結果 とよく一致する16・17).

Bruckowskyら は テストステロンの還元 酵素である

5α一リダクテースと,5α 一ジヒドロテス トステロンの非

活性化酵素である3α(β)一 オキシドリダクテースの

活性の比に注 目すると,前 立腺肥大症組織においては

正常前立腺,前 立腺癌にくらべ高いことを述べてお り,

これが肥大症組織における5α一ジヒドロテス トステロ

ンの 蓄積に 寄与 して いる ので あろうと推 論してい

る18).前 立腺肥大症が上皮よりむ しろ間質系の疾患で

あることを 思えば,5α 一リダクテースが 間質の酵素で

あることは意味深いと考えられる.

男性ホルモン受容体は上皮にのみ存在すると考えら

れていたし,分 離された間質には少量 しか検出できな

かったが15・16),われわれは間質にむしろ多くの男性ホ

ルモン受容体を検出した.間 質に存在する男性ホルモ

ン受容体の生物学的意義についての研究が今後の重要

な課題になろ う.

以上述べたごとくわれわれの結果,す なわち前立腺

間質において5α 一リダクテース活性が高く,か つ男性

ホルモン受容体が豊富に存在すること,疾 患別の前立

腺間質における男性ホルモン代謝に差4・5,!6117)のある

こと,さ らに疾患別の前立腺間質における膜表現形式

に差がみ られること19)などより,前 立腺肥大症の発生

に間質が重要な役割を担っていると示唆される.

結 語

ヒト前立腺肥大症の組織を上皮と間質に分離する方

法を改良し,上 皮細胞は組織1gあ た り平均2千 万個

得られ,95%以 上の細胞に酸性フォスファテース活性

のあることが組織化学的に証明された.間 質は,酸 性

フォスファテース活性が上皮に比べ,単 位蛋白あた り

約10分 の1以 下であった.ま た5α 一リダクテースはそ

のほとんどが間質に存在し,男 性ホルモン受容体は,

む しろ間質に多いという結果が得られた.

以上のことは,前 立腺肥大症発生における間質の役

割の重要性を示唆するものであり,今 後この点での一

層の研究が必要である,
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