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論文内容の要旨

〔目的〕

マウスにエストロゲンを長期間持続投与すると，ある系では皐丸に間質細胞腫が発生するが，別の

系では発生しないことが知られており，またマウス皐丸間質細胞はエストロゲンの標的組織であるこ

ともすでに明らかにされている。そこでエストロゲンに感受性を有し，最終的に皐丸間質細胞腫を形

成する BALB/c系とエストロゲンに抵抗性を示し間質細胞腫を形成しない C3 H系マウス聞において，

間質細胞のエストロゲンレセプター (E R) システムに差異が認められるかどうかについて検討する

とともに，ホルモン依存性癌の発生機構に検討を加えようと試みた。

〔方法ならびに成績〕

エストロゲンの慢性投与は，生後 6 週の雄マウスの皮下に10%の diethylstilbestrol (DES) を含

む1伽19 の cholesterol ペレットを移植することにより行なった。各実験群は 8 個の皐丸を材料とし，

間質細胞は Dufau らの方法に準じ collagenase digestion method によって採取した。 この方法によ

り， 8 個の皐丸から得られた細胞数は約 3.5-4.5X10 7 個であり ， 90%以上がviabl e であること，全

細胞数の30-40%が間質細胞よりなることを 3β-hydroxy steroid dehydrogenase活性の測定によ

り確認した。間質細胞作製後の実験操作はすべて 4
0

C でおこなった。細胞を1. 0me の TE.， O.Ol MTris , 

1. 5mMEDTA , pH7.4) buffer でホモゲナイズしたのち核分画と細胞質分画を採取した。 核は TE

buffer にて洗浄した後に，細胞質は0.2me の 5 %charcoal-0.05 % dextran と 15分間 incubate したの

ちに ERの測定に供した。なお ERの測定は15nM (3 HJ -estradiol-17β(E2 J を用いた exchange

assay によりおこなったが，京回目包質は200C で 1 B寺間 incubate したのち Sephadex G-25 カラムにより，
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核は37
0

C で30分間 incubate し， 0.25%Triton X-100 にて懸濁したのち TE buffur で洗浄後ER を分

離した。そのほか 5 ー20%庶糖密度勾配法わよびKCl抽出法を用いて ERの性状を検討した。

① 初めにBALB/c と C 3 H マウス間でDESのとり込みに差異があるかどうかを知るため， 30μCi の

(3H) ー DES を含む 5μ9 DES をゴマ油に溶かし 7 日間連日皮下に注射したのち， 皐丸を 0.28M

sucrose , TEbufferで、ホモゲナイズして DES含量を測定した。両者とも DES含量は29fmole/mg 皐

丸組織であり， DESの取り込みに全く差異がなかった。また両者とも得られた total radioactivity 

のうちの約60%が代謝されずに DES として存在することを thin layer chrom atography を用いて確

認;した O

② 次いで無処置の両系マウスより得られた間質細胞を使って Scatchard分析をおこなうと，最大結

合部位数は BALB/c の方がC3 H より大きかったが，解離定数は細胞質分画，核分画とも 4.0-4.6nM

であり，ほぽ同程度の親和性を示した。なお細胞質 ERのステロイド特異性の検討では，両者とも E2

と DESのみに結合を示し， progesterone , testosterone , cortisol との結合はみられなかった。

③ 無処置時の細胞質 ER (以後 ER値は 10 7 間質細胞数当たりで表わす)は BALB/c 201. 7:1: 15.5, 

C3H 164.3土 12.0fmole，杉~ERは BALB/c 29.8:1: 2.5 , C3 H 17.3土 1.0fmole であるが， DESペレ

ットにより慢性刺激をおこなうと 1-2 週後には両者の細胞質 ER (BALB/c 302.7 土 25.6 ， C3 H 

250.0:1: 25.2 fmole) ならびに核ER (BALB/c 69.5土 14.6 ， C3 H 30.8:1: 8.6fmole) はともに無処

置時に比して有意な (Pく 0.05) 増加を示した。しかしながら BALB/cの核ERの上昇はC3 Hの上昇

に比べると有意に (Pく 0.01) 大きかった。 C 3 Hマウスでは DESペレット移植後10週に至るまで両

分画 ERの有意な増加はなく，ほぼこの値を維持した。一方， BALB/c マウスでは前癌状態ともいう

べき間質細胞の過形成が認められた DESペレット移植後10週まで，細胞質 ER と核ERはともに反応

性の増加を示し，細胞質 ERは460.0 :1: 55.3，核 ERは157.7 士 18.3 fmole に達した。

④ 5-20%庶糖密度勾配法をおこなうと， DE S による刺激の有無にかかわらず，またペレット移

植後のどの時期においても，両者とも細胞質 ERは 7 -8 S に，核 ERは高イオン濃度下， 5 -6 S に

ピーク形成した。

⑤ ER と核クロマチンとの結合の程度を調べるため， (3H) -E 2 と核ER複合体を作製後に O .4M KCl 

による抽出操作を行なうと， DES による刺激後のどの時期においても radioactivity のt由出がC3 H の

方により多く認められたため， BALB/cの方がC3 H よりも ER との結合が強いことが示された。

〔総括〕

BALB/c と C 3 Hマウスはともに皐丸間質細胞にほぼ同様な性状のエストロゲンレセプターを有しな

がら，エストロゲンによる慢性刺激に対して， BALB/c マウスにみられたレセプターのより著しい増

加と， E 2 -ER複合体の核クロマチンとの結合能の高いことが究極的に間質細胞腫を形成することに

重要な役割を果たしていることが示唆された。
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論文の審査結果の要旨

エストロゲン刺激下で，皐丸間質細胞腫を形成する BALB/c系マウスと，形成しない C3 日系マウ

スの皐丸間質細胞エストロゲンレセプターについて，間質細胞比の高い検体を用いて検討した結果，

両者とも同様性状のレセプターを有しながら，エストロゲンによる慢性刺激下では ， BALB/c は C 3 H

に比してレセプター結合部位数のより著しい増加と同時に核クロマチンとのより高い結合能が認めら

れ，このことが間質細胞腫の発生に重要な役割をもっ可能性を明らかにした。本研究はホルモン依存

性癌の発生機序の解明に貢献するもので，極めて価値が高く学位論文に値する。
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