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論文内容の要旨

〔目的〕

精巣Leydig 細胞におけるアンドロジェン生成は間脳一下垂体-性腺軸lとより制御されている。ラッ

トや他の実験動物では Leydig 細胞自身にアンドロジェンレセプター (AR) が存在している乙とはす

でに報告されているが， ヒト精巣Leydig 細胞については定説がない。 本論文は生化学的，分子生物

学的および免疫組織化学的手法を用いヒト Leydig 細胞における ARの存在性について検討した。

〔方法〕

前立腺癌患者の去勢術にて得た精巣をコラゲナーゼにて組 Ccrude) Leydig 細胞に分離し， さらに

Percoll gradient 法lとより精製した。乙れを Leydig 細胞に特異的に存在している 3 f3 -hydroxysterｭ

oid dehydrogenase 活性をもっ乙とを示した後， purif ied Leydig 細胞として以下の実験に用いた。

1) 前立腺，全精巣および、purified Leydig 細胞から，核成分を含む.total ω11 extract を得て， 標

識R1881 CSH-methyltrienolone) を用い DC C C dextran coa ted charcoal) 法にてAR binding 

assay を施行し， Sca tchard curve にて Kd および、Bmax を求めた。

2) 全精巣および、purified Leydig 細胞を用い Western ブロットを行った。一次抗体として抗ヒト AR

ChAR) モノクロ一ナノレ抗体を用いABC法にて染色した。

3) hAR cDNA プローブを用い Northern ブロットを行い，前立腺，全精巣， purified Leydig 細胞

および勝脱の hAR mRNA の存在を検討した。

4) ヒト精巣組織の凍結連続切片を抗hAR モノクロ一ナノレ抗体を用い， ABC法にて免疫組織化学的
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染色を行った。

〔成績〕

1) purified Leydig 細胞のAR は Kd= 1.11 nM と高親和性を認め， Bmax = 9.6 fmol / mg prot. で

あった。また， Kd は 3 者間で有意差( t 検定)を認めなかったが， Bmax については前立腺， 全

精巣， purified Leydig 細胞の順に有意に (p< 0.0 1) 高かった。
2) 抗hAR 抗体に特異的に結合する抗原関連蛋白質は97kDa および、80kDa と考えられ，全精巣およ

び、purified Leydig 細胞でこの特異バンドを認め，一次抗体を省いた系では現れなかった。

3) 前立腺，全精巣および、purified Leydig 細胞に 9.5 kb 付近に hAR mRNAと考えられるバンドを

認め， negative control である跨脱には認めなかった。

4) Leydig 細胞の核に陽性所見を得た。なお， negative control として一次抗体の代わりに PBS お

よび、normal ra t IgGを用いた系では陽性所見は得られなかった。

〔総括〕

ヒト purified Leydig 細胞を分離し，その生物活'性がintact である乙とを示した後，

1) AR binding assay 'Cて高親和性ARの存在を認めた。

2) Western プロットにてAR特異蛋白質を認めた。

3) Northern プロットにてAR mRNA を認めた。

4) 免疫組織化学的方法にて Leydig 細胞の核に存在する ARを認めた。

以上の結果よりヒト Leydig 細胞にARの存在が明らかとなった。

ヒト Leydig 細胞における AR存在の意義については今後の研究を待たねばならないが，アンドロジ

ェンは spermatogenesis にとって必須で、あり，アンドロジェン産生細胞自身にそれ自身のレセプター

が存在している事実は，限局した精巣内ホノレモン環境の維持(たとえば，実験動物で証明されている

精巣内 ultrashort loop negative feedback などの存在)などに重要な役割を演じている可能性を示唆

している。

論文審査の結果の要旨

Percoll gradient 法で分離，純化したヒト精巣Leydig 細胞を用いてアンドロジェンレセプター

(AR) binding assay 法により，高親和性ARの存在を証明し， Westernプロット法により 97KDa ， 80

KDa の AR特異的蛋白の存在を証明した。また， Northern プロット法により AR mRNAの存在を証明

した。さらに免疫組織化学的方法を用いて， ヒト精巣Leydig 細胞の核'CARが存在する乙とを証明

し 7こo

以上の結果は，アンドロジェン産生細胞自身にアンドロジェンレセプターが存在している乙とを示
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し，いわゆる， autocrine と呼ばれる精巣内での限局したホノレモン環境の存在を明かにしたもので学

位論文に値するo
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