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【目的】

ステロイドホルモン生合成に対する上皮細胞増殖因子 (EGF) の作用は中枢を介する間接作用であるとこれまで

考えられてきた。たとえば EGF はヒツジの視床下部に作用し副腎皮質刺激ホルモン放出因子 (CRH) の分泌を促し、

その結果下垂体からの副腎皮質刺激ホルモン (ACTH) 分泌が増加し、副腎皮質からのコルチゾール分泌が起こる。

またラットにおいても EGF が視床下部や下垂体に作用して副腎皮質のステロイドホルモン産生を間接的に増加させ

るという報告がある。一方、ヒトの副腎皮質組織には EGF ファミリーに属する TGF一 α が存在することや EGF 受

容体が発現していることなど、 EGF が副腎皮質に直接的に作用することを示唆する報告もある。本論文では EGF お

よび類似の細胞増殖因子である線維芽細胞増殖因子 (bFGF) が副腎皮質のステロイドホルモン生合成に直接的な影

響を及ぼすかどうか、そしてもし直接的に影響するならばその作用機序はどうなっているかを明らかにする目的で、

ヒト副腎皮質ガン細胞由来の H295R 細胞を用いて実験を行った。

【方法ならびに成績】

H295R 細胞は、 1 % ITS、 2 % Ultroser G を含む DMEM/F-12で培養した。 EGF/bFGF やその他の試薬を

添加する 24時間前に培地を0.01%牛血清アルプミンを含む無血清培地に置き換えた。 EGF/bFGF 処理の24時間後に

培地を回収し、ステロイドを HPLC で解析した。さらに細胞から RNA を抽出しノーザンプロット分析、あるいは

RT-PCR と組み合わせたサザンプロット分析により、ステロイドホルモン生合成酵素遺伝子の発現を検討した。

H295R 細胞を EGF あるいは bFGF で刺激するとコルチゾール分泌速度が特異的に上昇した。各種ステロイドは

全てコレステロールから合成されるが、最初のステロイド中間体であるプレグネノロンがコルチゾールに転換する経

路には、プレグネノロンの 3 位水酸基が 3βHSD によって脱水素された後17位が P450c17によって水酸化される D

4 経路と、 P450c17による水酸化反応の後 3βHSD による脱水素反応が起こる D 5 経路が存在する。このうち D5

経路の場合、一部の反応中間ステロイドは P450c17によってさらに C 17-20聞が切断され最終的にデヒドロエピアン

ドロステロンに転換する。 EGF および bFGF がコルチゾール分泌を特異的に上昇させることから、 D4 経路が特に

活性化されていることが予想されるため、ステロイド合成酵素の mRNA の発現量を検討した。その結果、 EGF お

よび bFGF で処理すると 3βHSDの mRNA の発現が顕著に高まっていることが明らかとなった。一方、

P450c17mRNA の発現は両増殖因子の添加により抑制された。その他のステロイドホルモン生合成酵素である P450
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scc、 P450c21、 P45011β 、 P450aldo などの mRNA の発現量は対照群と差はなかった。

EGF 添加による、 3βHSD の mRNA 誘導の経時的変化を検討したところ、 3βHSDmRNA は EGF 添加後 6 時

間から増加し始め、 12時間で最大に達しその後徐々に減少した。 bFGF で処理した場合、 6 時間後から増加しはじめ

るがその増加は36時間後も増加し続ける傾向にあった。一方、 P450c17mRNA 発現抑制に関しては EGF および

bFGF ともに処理後24時間で最低値に達した。

EGF および bFGF による 3βHSD と P450c17の mRNA の発現変動は比較的遅い反応であり、新たなタンパク合

成を介することが示唆されたため、タンパク質合成阻害剤(シクロヘキシミド)を利用し検討した。その結果、

EGF および bFGF による 3βHSDmRNA 発現の誘導はシクロヘキシミドによって完全に阻害された。一方

P450c17mRNA の発現はシクロヘキシミドによりむしろ促進された。さらに、各種プロテインキナーゼ阻害剤の効

果を検討した結果、カルモジュリンキナーゼE 阻害剤 (KN-93) は 3βHSDmRNA 及び P450c17mRNA の発現を

抑制した。

【総括】

1. EGF および bFGF の副腎皮質ステロイドホルモン合成に及ぼす効果は視床下部-下垂体系に対する間接的なも

ののほかに副腎皮質細胞に直接的に作用し、コルチゾール分泌を促進させることを確認した。

2. EGF および bFGF は副腎皮質におけるステロイドホルモン合成酵素のうち 3βHSDmRNA 発現を顕著に促進

した。一方 P450c17mRNA 発現を抑制した。すなわち、 D4 経路が活性化されていることが示唆された。

3. EGF および bFGF を介した 3βHSD および P450c17遺伝子の発現にはシクロへキシミド感受性因子が関与する

ことが示唆された。この因子の有無により EGF および bFGF による 3βHSD/P450c17遺伝子の発現量が逆転

することからu 副腎皮質における 2 種類のステロイド、つまりコルチゾールを代表とするコルチコステロイドと

デヒドロエピアンドロステロンなどの副腎性アンドロゲン、の産生経路の方向を決定するうえで重要な役割を果

たす可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

副腎皮質からのステロイドホルモンの分泌は視床下部-下垂体系による調節を受けているが、副腎皮質組織内で生

じた上皮細胞増殖因子 (EGF) や線維芽細胞増殖因子 (FGF) などの細胞増殖因子がステロイド産生細胞に直接働

いてホルモン分泌を微調整する可能性も示唆されている D 学位申請者はこの可能性を確認する目的で、ヒト副腎皮質

腫蕩由来の H295R 細胞を用いて検討した。その結果 EGF および FGF は 3 (OH) Steroid Dehydrogenase 遺伝子

の転写を特異的に活性化し、一方17-Hydroxylase 遺伝子の転写を抑制することを見出した。またこの転写調節に

は CaM Kinase が関与すること、シクロヘキシミド感受性因子が関与することなどを見出した。この結果は副腎皮

質細胞のデヒドロエピアンドロステロン産生代謝経路(~ 5 経路)をコルチゾール産生代謝経路(~ 4 経路)に変換

するのに上記の細胞増殖因子が関与することを示唆しているロしたがって本論文は副腎皮質組織の発生時におけるス

テロイド産生能の変動現象や、副腎皮質の層分化に伴うステロイド産生能の変動現象の分子機構を解明する上で重要

な知見を与える物であり、博士(医学)の学位の授与に値すると考えられる o
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