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緒  言  

ヒ ト や 動 物 の 健 康 被 害 の 多 く が 食 品 や 大 気 に 含 ま れ る 化 学 物 質 暴

露 に 起 因 し て い る こ と が 明 ら か と な っ て き て い る 。 中 で も 生 体 の ホ

ル モ ン 恒 常 性 を 乱 す 内 分 泌 か く 乱 物 質 は ホ ル モ ン 受 容 体 を 介 し て 生

殖 毒 性 を 引 き 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る［ 5 0］。内 分 泌 か く 乱 物 質 の

ひ と つ で あ る D i e t h y l s t i l b e s t r o l（ D E S）は 、 1 9 4 0 年 代 か ら 1 9 7 0 年 代

に 、 米 国 や 欧 州 に お い て 習 慣 性 流 産 や 早 産 の 防 止 薬 と し て 妊 婦 に 処

方 さ れ た 非 ス テ ロ イ ド 性 の 合 成 エ ス ト ロ ゲ ン で あ る 。当 時 、D E S は 、

家 畜 の 肥 育 促 進 剤 と し て 飼 料 に も 添 加 さ れ て い た 。ま た 、リ ン 酸 D E S

は 前 立 腺 が ん の 治 療 薬 と し て 近 年 ま で 使 用 さ れ て い た 。D E S の 暴 露

を 受 け た 女 性 か ら 生 ま れ た 女 児 に 思 春 期 以 降 に 通 常 稀 な 膣 腺 腫 が 多

く 発 生 す る こ と が 明 ら か に な り 、 1 9 7 1 年 に そ の 使 用 が 禁 止 さ れ た 。

そ の 後 、 D E S の 胎 児 期 の 暴 露 に よ っ て 不 妊 、子 宮 形 成 不 全 、精 巣 が

ん 、 尿 道 下 裂 、 潜 在 精 巣 、 精 子 数 減 少 、 精 子 受 精 能 の 減 少 な ど が 報

告 さ れ て い る［ 3 6 , 4 9 , 5 0 , 4 2 , 4 3 , 4 7］。D E S は エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体（ E R）

に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る ［ 11 , 1 4 , 2 6］ が 、 そ の 詳 細 な 毒 性 機

序 や 体 内 動 態 は 不 明 な ま ま で あ る 。今 日 、 D E S は 臨 床 現 場 で 使 用 が

禁 止 さ れ て い る が 、 外 因 性 エ ス ト ロ ゲ ン の 作 用 機 序 研 究 の モ デ ル 物

質 と な っ て い る ［ 1 9］。 D E S の 作 用 は 複 雑 で 、 ど の よ う な 機 序 で 特

異 的 な 毒 性 を 発 揮 す る の か を 突 き 止 め る の は 容 易 で は な い が 、 そ の

機 序 を 解 明 し 、 そ の 毒 性 の 引 き 金 を 引 く も の を 明 ら か に す る こ と が

重 要 で あ る 。  

当 研 究 室 で は 、こ れ ま で D E S 投 与 に よ る 成 オ ス ラ ッ ト へ の 影 響 を

探 索 し て き た 。こ れ ま で の 研 究 か ら D E S 投 与 に よ っ て 精 巣 の 小 胞 体

に お け る 蛋 白 質 の フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 介 添 え す る 蛋 白 質 P D I

（ P r o t e i n  d i s u l f i d e  i s o me r a s e）の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン［ 5 7］や 精

巣 P 4 5 0 s c c 酵 素 活 性 阻 害［ 3 9］に よ る 精 巣 毒 性 を 明 ら か に し て き た 。  
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一 方 、 内 分 泌 か く 乱 物 質 は 、 副 腎 へ も 影 響 を 与 え る が そ の 詳 細 な

研 究 は 少 な い［ 8］。本 研 究 で は 、D E S に よ る 副 腎 へ の 影 響 を 見 出 し 、

そ の 詳 細 を 明 ら か に し 、 さ ら に 、 そ の 機 序 に つ い て 探 索 す る こ と を

目 的 と し た 。  
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Ⅰ 章  DES の体 内 分 布 と副 腎 の組 織 学 的 探 索  

 

1 .  序 文  

 環 境 中 に存 在 する化 学 物 質 によるヒトや動 物 への健 康 被 害 や潜 在 的 な悪

影 響 への関 心 が高 まってきている。内 分 泌 かく乱 物 質 は繁 殖 や成 長 におい

て重 要 なエストロゲンと類 似 した作 用 を持 ち、エストロゲン受 容 体 （ E R）を介 し

て生 殖 毒 性 を引 き起 こすことが知 られている［ 5 6］。しかし、それだけでは説 明

することができない様 々な機 序 を介 した生 殖 系 への影 響 が証 明 されてきてい

る［5 4］。D E S は、1 9 4 0 年 代 中 盤 から 1 9 7 0 年 代 にかけて、米 国 や欧 州 にお

いて 習 慣 性 流 産 や 早 産 の 防 止 薬 と し て 妊 婦 に 処 方 さ れ た 非 ス テ ロイ ド 性 の

合 成 エストロゲンである。D E S の暴 露 を受 けた女 性 から生 まれた子 どもたちに

膣 腺 腫 や不 妊 、子 宮 形 成 不 全 、精 巣 がん、尿 道 下 裂 、潜 在 精 巣 、精 子 数

減 少 、精 子 受 精 能 の減 少 などが報 告 されている［4 2 , 4 5 , 4 6 , 4 8 , 4 9 , 5 3］。D E S

は 、 そ の 強 い 生 殖 毒 性 か ら 内 分 泌 か く 乱 物 質 の 代 表 格 と さ れ て い る 。 大 規

模 なコホート研 究 から、妊 婦 に投 与 された D E S の用 量 は体 重 1 kg あたり約

2 3 – 1 5 0  mg との報 告 がある［1 3］。D E S は E R に結 合 することが知 られている

［ 1 3 , 1 8 , 3 1 ］が、その詳 細 な毒 性 機 序 や体 内 動 態 は不 明 なままである。今 日 、

D E S は臨 床 現 場 での使 用 は禁 止 されているが、外 因 性 エストロゲンの作 用

機 序 研 究 のモデル物 質 となっている［2 5］。D E S の作 用 は複 雑 で、どのような

機 序 で 特 異 的 な 毒 性 を 発 揮 す るの か を 突 き 止 める の は 容 易 で は な い が 、 そ

の機 序 を解 明 し、その毒 性 の引 き金 を引 くものを明 らかにすることが、創 薬 や

合 成 化 学 物 質 の使 用 に際 しての重 要 な課 題 である。  

 本 章 では、D E S が投 与 後 、どのような体 内 分 布 をたどるのかを探 索 するとと

もに、その標 的 器 官 となる副 腎 における組 織 学 的 影 響 を探 索 することを目 的

とした。  
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2.  材 料 と方 法  
 

2 . 1 .  供 試 動 物 と投 与 方 法  

オスの S p r a g u e - D a l y（S D）ラット (体 重 2 8 0 ±  2 0  g、8  週 齢 )を用 いた。ラット

は、自 由 採 食 、自 由 飲 水 とし、実 験 開 始 前 1  週 間 馴 化 させた。  D E S をオリ

ーブオイルに 0 . 1  mg / ml 濃 度 に溶 解 し、ゾンデを用 いて 1  ml を胃 内 強 制 投

与 した。C o n t r o l 群 として、オリーブオイル 1  ml を同 様 に投 与 した。D E S の体

内 分 布 を探 索 するため、投 与 開 始 から 1 時 間 後 にサンプリングを行 った。同

様 に D E S  0 . 1  mg / ml を毎 回 1  ml、隔 日 投 与 し、投 与 開 始 1  週 間 ( 1 w、総

投 与 回 数 4  回 、 )後 および 2  週 間 ( 2 w､総 投 与 回 数 8  回 )後 の翌 日 にサン

プリングを行 った。なお、ラットは、本 学 動 物 実 験 委 員 会 の規 定 に基 づき、飼

養 管 理 を行 った。  

 

2 . 2 .  臓 器 の採 取  

ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル 麻 酔 下 で 、 ラ ッ ト 腹 壁 を 切 開 し 、 腹 大 動 脈 か ら 採 血 す

ると同 時 に放 血 殺 した。採 取 した血 液 および摘 出 した各 臓 器 （大 脳 、小 脳 、

海 馬 、 下 垂 体 、 肝 臓 、 腎 臓 、 副 腎 、 精 巣 ） の 重 量 を 計 量 し た 後 、 速 や か に

液 体 窒 素 に て 急 速 凍 結 し 、 使 用 時 まで - 25℃ で 保 存 し た。 肝 臓 は 1 . 1 5  %  

K C L - 1 0  mM  E D TA で灌 流 し、臓 器 内 血 液 を除 去 した。また採 血 した血 液

の一 部 は、氷 上 にて 3 0 分 以 上 静 置 し、遠 心 分 離 ( 3 0 0 0 r p m、4℃、2 0 分 間 )

後 、得 られた上 清 を血 清 とした。血 清 は、実 験 に供 するまでに同 様 に凍 結 保

存 した。  

 

2 . 3 .  ステロイド及 び D E S の抽 出 方 法  

 各 臓 器 （大 脳 、小 脳 、海 馬 、下 垂 体 、肝 臓 、腎 臓 、副 腎 、精 巣 ）を 5 0  m l

遠 心 管 に採 取 して計 量 し、テストステロン､エストラジオール､コルチコステロン

及 び D E S の内 部 標 準 物 質 を 5  n g / m l 添 加 した。A C N を加 えてバイオミキサ
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ー  （ B M - 1 ､  日 本 精 機 社 製 ）で 1  分 間 細 切 した。細 切 した試 料 は高 速 冷

却 遠 心 分 離 機  （7 7 8 0Ⅱ ､  クボタ社 製 ）において 8 , 0 0 0  r p m （1 0 , 1 6 0  × g）､

1 0 mi n で遠 心 分 離 した上 清 を N o . 4 1 フィルター  （Wh i t m a n）でろ過 して集 め

られた。この操 作 を 2  回 繰 り返 して集 められた上 清 に A C N 飽 和 H e x を加 え、

シェーカー  （S R - 2 D W ､  TA I T E C 社 製 ）により激 しく振 とう混 和 した後 、H e x 層

と A C N 層 が分 離 するまで静 置 し必 要 に応 じて遠 心 分 離 した。分 液 ロートを

用 いて A C N 層 を集 め、0 . 3  ml の FA を添 加 した（終 濃 度 1  %）。その溶 液 を

予 め M e O H、1  %  FA で洗 浄 した精 製 固 相 カラム 1  （WA X）に負 荷 した。

WA X を通 液 した溶 液 と WA X を 2 0  ml  M E  O H で洗 浄 した溶 液 を精 製 固 相

カラム 2  （H S P）に負 荷 して得 られた溶 液 と、M e O H  :  2  %  C A （9 : 1､  v / v）を

5  ml 通 液 して得 られた溶 液 をエバポレーター  （B U C H I ､  E Y E L A）で濃 縮 乾

固 し て 1  ml の A C N ： 水  （ 4 : 6 ､  v / v ） に 溶 解 し 2 . 0  μm  U l t r a  f r e e - M C  

（M i l l i p o r e）でタンパク質 を除 去 したものを D E S 及 びステロイドホルモン試 料

とした。  

 

2 . 4 .  D E S の測 定 方 法  

2 . 4 . 1 .  分 析 機 器  

測 定 に 用 い た L C お よ び M S は 、 定 性 に は 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 計  

（ L C ; N e x e r a ､  島 津 製 作 所 、  TO F  M S ； M i c r o TO F Q I I ､  B r u k e r  

D a l t o n i c s）を使 用 した。得 られたスペクトラムは D a t a  a n a l y s i s  （v e r s i o n  4 . 0､  

B r u k e r  D a l t o n i c s）を用 いて解 析 した。検 出 された化 合 物 はタンデム四 重 極

型 質 量 分 析 計  （ L C ;  U l t i ma t e  3 0 0 0 ､  M S/ M S;  T S Q  Q u a n t u m  U l t r a ､  

T h e r m o  F i s h e r  S c i e n t i f i c）を用 いて測 定 し、定 量 解 析 ソフト L C Q u a n  2 . 6 を

用 いて定 量 した。  

 

2 . 4 . 2 .  測 定 条 件  

分 離 カラムは L - c o l u mn  2  （C 1 8  3  µ m､  2 . 1  ×  1 5 0  m m ,  化 学 物 質 評 価 研
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究 機 構 ）を使 用 した。カラム温 度 は 4 0  ℃ 、注 入 量 は 1 0  μ l、移 動 相 条 件 は

L C - TO F  M S で測 定 対 象 化 合 物 がポジティブイオンでは、0 . 1  %  FA （A）と

0 . 1  %  FA 含 有 A C N  （B）、ネガティブイオンでは 0 . 0 3  %  AW （A）と 0 . 0 3  %  

AW 含 有 A C N  （B）を用 いて、流 速 0 . 2  ml / mi n によるグラジエントで測 定 し

た 。 グ ラ ジ エ ン ト 条 件 は 9 5  %  （ A ）  :  5  %  （ B ） か ら 3  分 後 に 6 0  %  

（A） : 4 0  %  （B）、9  分 後 に 5  %  （A）：9 5  %  （B）、2  分 間 保 持 した後 、平 衡

化 4  分 行 い総 測 定 時 間 1 5  分 間 で行 った。M S の測 定 条 件 として TO F は、

M S 測 定 範 囲 は 5 0  ~  1 , 0 0 0  m / z、C a p i l l a r y  v o l t a g e は 4 , 5 0 0  V、N e b u l i s e r  

g a s は 1 . 6  b a r、D r y  g a s は 8  L / mi n、D r y  t e mp e r a t u r e は 1 8 0  ℃ に設 定 して

測 定 した。10  mM  ギ酸 ナトリウム  /  2 -プロパノール  （1 : 1､  v / v）を測 定 して、

N a  （N a C O O H）  1 - 1 4 で得 られたスペクトラム 9 0 . 9 7 6 6  ~  9 7 4 . 8 1 3 2  m / z  を用

いて質 量 補 正 して質 量 精 度 の誤 差 を 5  p p m 以 下 に設 定 した。L C - M S/ M S

は Q 1 による M S  S c a n によりプリカーサーイオンを決 定 後 、 Tu be  L e n s の 適

化 を行 い、次 に C o l l i s i o n  E n e rg y  （C E）を 1 0 から 8 0 V まで測 定 してプロダク

ト イ オ ン を 生 成 し 、 適 な ス ペ ク ト ラ ム を 選 択 し て C E の 適 化 を 行 い 、

S e l e c t e d  R e a c t i o n  M o n i t o r i n g  （S R M）を設 定 した（表 1 - 1） [ 3 4 ]。N 2 ガスは

S h e a t h  g a s を 5 0  u n i t s、 I o n  S w e e p  G a s を 1 0  u n i t s に設 定 し、C o l l i s i o n  G a s  

は C o l l i s i o n  C e l l  P r e s s u r e を 1 . 5  m  Tor r に設 定 した。 I o n  S p r a y はポジティ

ブモードで 3 , 0 0 0  V、ネガティブモードでは - 2 , 5 0 0  V に設 定 し、ポジティブモー

ドとネガティブモードを交 互 に測 定  （切 り替 え時 間 は 5 0  m s e c）した。ガス温

度 は Va p o r i z e r  Te mp  3 5 0  ℃ 、C a p i l l a r y  Te m p は 2 7 0  ℃ に設 定 した。Q 1 、

Q 3 の半 値 幅 （F u l l  Wi d t h  a t  H a l f  M a x i mu m､  F W H M）は 0 . 7  m/ z に設 定 し、

夾 雑 成 分 による影 響 が認 められた場 合 、Q 1 の F WH M を 0 . 2  m / z に変 更 して

測 定 した。  

 

2 . 4 . 3 .  D a t a  a n a l y s i s による真 度 判 定  

L C - TO F  M S による測 定 で得 られた M S スペクトラムは内 部 標 準 物 質  （ギ
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酸 ナトリウムまたは E S I - L o w  C o n c e n t r a t i o n  t u n i n g  mi x､  A g i l e n t）を用 いて

質 量 補 正 した。D E S 及 びステロイドホルモンの質 量 を抽 出 して得 られた質 量

は S i g ma F i t T M によって元 素 組 成 解 析 を行 い、プリカーサーイオンの値 とその

化 合 物 の組 成 式 から計 算 して求 められた理 論 値 と比 較 することで D E S 及 び

ステロイドホルモンを同 定 した [ 4 0 ]。  

 

2 . 4 . 4 .  検 量 線 の作 成  

検 量 線 は内 部 標 準 物 質 を一 律 5  n g / ml、標 準 物 質 を 0 . 1､  0 . 5､  1 , 5､  

1 0､  5 0､  1 0 0  n g / ml とし、標 準 物 質 と内 部 標 準 物 質 とのピーク面 積 の比 を

求 め縦 軸 に面 積 比 、横 軸 に濃 度 を設 定 して作 成 した。  

 

2 . 5 .  副 腎 の乾 燥 重 量 の測 定  

1  週 間 隔 日 ( 以 下 、 1 w ) 及 び 2  週 間 隔 日 ( 以 下 、 2 w ) 投 与 ラット副 腎 を真

空 乾 燥 機 を用 いて、24 時 間 乾 燥 させたのち、各 重 量 を測 定 した。  

 

2 . 6 .  副 腎 組 織 のサンプル調 製  

片 側 副 腎 に 2 0 0  µ l の 0 . 2 5  M スクロース溶 液 を加 えホモジナイズ後 、9 0 0  

× g､  4  ℃ 、  1 0  分 間 遠 心 分 離 後 の上 清 をサイトゾル画 分 とした。  

 

2 . 7 .  タンパク質 定 量  

L o w r y [ 3 7 ]の方 法 に基 づいて行 った。 1  N  N a O H で希 釈 したサンプル 1 0 0  

µ l に反 応 混 液 （2  %  N a C O : 2  %  酒 石 酸 N a : 1  %  C u S O : 5 H O = 1 0 0 : 1 : 1）を 1  

ml 加 え、3 7  ℃ で 1 5  分 間 反 応 させた後 、1  N  フェノール試 薬 を 1 0 0  µ l 加

え、3 7  ℃ で 3 0  分 間 反 応 させた。吸 光 光 度 計 を用 い波 長 6 5 0  n m から得 ら

れた吸 光 値 を測 定 した。ウシ血 清 アルブミンを用 いて作 成 した検 量 線 からサ

ンプル中 のタンパク質 濃 度 ( mg / ml )を算 出 した。  
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2 . 8 .  組 織 学 的 探 索  

ラットは、麻 酔 下 で 動 脈 から リンゲル液 を 灌 流 した 後 、 4  % パラホルムアル

デヒド・リン酸 緩 衝 液 を 1 0  分 間 灌 流 固 定 した。その後 、副 腎 組 織 ブロックを

アルコール脱 水 、パラフィン包 埋 した。パラフィン包 埋 組 織 を 5  µ m に薄 切 し、

常 法 に従 い、ヘマトキシリンエオジン（H E）染 色 を施 した。  

 

2 . 9 .  統 計 学 的 分 析  

 データは M i c r o s o f t  e x c e l を用 いて、F 検 定 を行 い、St u d e n t  t 検 定 （片 側 ）

で分 析 し た。データは平 均 値 ± 標 準 誤 差 （ me a n  ±  S . E . ）で示 し、有 意 水 準

（P＜0 . 0 5）をもって統 計 学 的 に有 意 とした。  
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3.  結 果  

3 . 1 .  投 与 1 時 間 後 の体 内 での D E S 分 布  

D E S 単 回 投 与 1  時 間 後 、D E S は、肝 臓 に も多 く分 布 し、次 いで副 腎 、

下 垂 体 に多 く分 布 していた（図 1 - 1）。  

 

3 . 2 .  各 臓 器 の重 量 及 び副 腎 タンパク質 量  

2  w  D E S 投 与 後 副 腎 では、C o n t r o l に比 較 し、腫 大 した副 腎 が観 察 され

た (図 1 - 2 A )。さらに､  1  w  及 び 2  w  D E S 投 与 後 副 腎 の乾 燥 重 量 と副 腎 総

蛋 白 量 はともに、有 意 に増 加 していた（図 1 - 2 B､1 - 2 C）。1 w  及 び 2 w  投 与

後 、各 臓 器 の重 量 を比 較 したところ、2  w  D E S 投 与 群 では、体 重 と精 巣 重

量 が減 少 していた（図 1 - 3）。一 方 、副 腎 重 量 だけが 1 w 及 び 2 w 後 、D E S

投 与 群 で有 意 に増 加 し、1  w  D E S 投 与 群 の副 腎 重 量 は、C o n t r o l 群 の約

1 . 3  倍 増 加 していた。このことから、D E S 投 与 によって副 腎 が腫 大 しているこ

とが明 らかとなった。  

 

3 . 3 .  組 織 学 的 探 索  

2  w 投 与 副 腎 の H E 染 色 の結 果 、図 1 - 4 で示 すように、D E S 投 与 後 副 腎

では、副 腎 皮 質 の束 状 帯 及 び網 状 帯 が肥 大 していた。また、図 1 - 4 E 及 び

図 1 - 4 F で示 したように、副 腎 皮 質 束 状 帯 の細 胞 内 空 胞 の小 型 化 が観 察 さ

れた。  
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表 1 - 1 .  ステロイドホルモンおよびその抱 合 体 と内 部 標 準 物 質 の 適 S R M

設 定  

Analyte Observed SRM　m/z Collision E T Lens
299.0>281.0 14 75
299.0>97.1 5 75
315.0> 97.0 23 77
315.0>109.0 27 77
331.0> 97.0 28 85
331.0>109.0 28 85
287.0> 97.0 20 84
287.0>109.0 23 84
289.0> 97.0 26 91
289.0>109.0 25 91
331.0 > 97.3 28 85
331.0 > 109.2 28 85
347.0 > 105.2 42 82
347.0 > 121.2 25 82

363.0>91.2 45 125
363.0>269.2 15 125
361.0>109.0 32 100
361.0>157.0 32 100
267.0>237.0 -30 -70
267.0>251.0 -26 -70
292.0> 97.0 23 91
292.0>109.0 25 91
273.0>147.0 -40 -104
273.0>185.0 -43 -104
355.0>100.4 33 126
355.0>125.5 29 126
275.0>244.0 -26 -65
275.0>259.0 -27 -65

Diethylstilbestrol d8 (DES-d8)

18-Hydroxycorticosterone(HCCS)

Aldosterone(ALD)

Corticosterone d8 (CCS-d8)

17βE2 d2(E2-d2)

TS d3(TS-d3)

Diethylstilbestrol(DES)

Testosterone(TS)

11-Deoxycorticosterone (DCC)

Pregnenolone(PGN)

Progesterone(PGT)

17-Hydoxyprogesterone(HPGT)

Androstenedione(ADS)

Corticosterone (CCS)

 

1 )  S R M  ( Se l e c t e d  R e a c t i o n  M o n i t o r i ng )  選 択 的 反 応 モニタリング  

2 )  m / z  質 量 m と電 荷 z の比  

3 )  C o l l i s i o n  E  ( C o l l i s i o n  E n e rg y )  衝 突 誘 起 解 離 （C o l l i s i o n - i n d u c e d  

d i s s oc i a t i o n：CI D）を行 う時 に衝 突 エネルギーを利 用 してイオンの解 離 を

引 き起 こすためのエネルギー値  

4 )  T L e n s  ( Tu b e  l e n s )  E SI において生 成 したイオンを質 量 分 析 部 に導 入

するための印 加 電 圧 値  

5 )  d 体  内 部 標 準 物 質 として用 いられるサロゲート物 質  
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図 1 - 1．投 与 1  時 間 後 における各 臓 器 への D E S の分 布  

D E S ( 0 . 1 mg )を投 与 1 時 間 後 の各 臓 器 における D E S の分 布 濃 度 を L C - M S

分 析 に よ っ て 定 量 し た 。 ( n= 5 、 た だ し 、 対 を な す 臓 器 に つ い て は 片 側 の み を

測 定 した。 )  

平 均 値 ±標 準 誤 差 で示 している。  
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図 1 - 2．D E S 投 与 副 腎 の外 観 、乾 燥 重 量 および総 蛋 白 質 量  

A : 2 w 投 与 副 腎 の外 観  

B：副 腎 の乾 燥 重 量 ( n = 3 )  

C :副 腎 総 蛋 白 質 量 ( n = 3 )  

*は、有 意 水 準 （P < 0 . 0 5）で有 意 差 あることを示 す。  

* *は、有 意 水 準 （P < 0 . 0 1）で有 意 差 あることを示 す。  

平 均 値 ±標 準 誤 差 で示 す。  

 

 

 

 

 

 

 

 



13 
 

 

図 1 . 3 .  体 重 と組 織 重 量  

D : 1 w 及 び 2 w 投 与 した C o n t r o l 群 と D E S 投 与 群 の体 重 及 び臓 器 別 重 量

を示 す。  

各 データは、四 分 位 で示 している。 小 値 、第 一 四 分 位 、中 央 値 、第 三 四

分 位 、 大 値 を示 している。  

*は、有 意 水 準 （P < 0 . 0 5）で有 意 差 あることを示 す。  

* *は、有 意 水 準 （P < 0 . 0 1）で有 意 差 あることを示 す。  

 



14 
 

 

 

図 1 - 4．2ｗ  投 与 副 腎 の H E 染 色  

  C o n t r o l 副 腎 は A、C、E、D E S 投 与 副 腎 B、D、F。C - F は副 腎 皮 質 領 域

を示 す。Z G :球 状 帯 、Z F :束 状 帯 、Z R：網 状 帯 を示 している。2 w  D E S 投 与

副 腎 では、束 状 帯 及 び網 状 帯 領 域 の肥 厚 が認 められる（ C、 D）。また、 D E S

投 与 副 腎 では、束 状 帯 領 域 の細 胞 内 空 胞 の小 型 化 が認 められる（E、F）。  
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4．考 察  

本 研 究 から、質 量 分 析 によって初 めて、臓 器 内 での D E S の分 布 を直 接

検 出 し 、 定 量 す る こ と に 成 功 し 、 D E S 投 与 後 の 体 内 分 布 を 明 ら か に し た 。

D E S は投 与 後 1  時 間 で、全 身 に広 く分 布 し、 も多 くの D E S が肝 臓 から

検 出 された。次 いで、下 垂 体 、副 腎 から検 出 された。経 口 投 与 された D E S が

消 化 管 から吸 収 され、門 脈 を介 して肝 臓 に到 達 することから、早 期 に多 量 の

D E S が肝 臓 に分 布 することが予 想 される。一 方 で、D E S はこれまで毒 性 報 告

の多 い精 巣 よりも、副 腎 や下 垂 体 に多 量 に分 布 していた。副 腎 や下 垂 体 に

D E S が特 異 的 に分 布 する理 由 は不 明 であるが、これら D E S の親 和 性 が高 い

臓 器 では、早 期 に直 接 的 な障 害 が誘 発 されることが予 測 される。 D E S はエス

トロゲン受 容 体 （E R）に結 合 することが知 られている。E R には、α と β が知 られ

ており、副 腎 や下 垂 体 では、エストロゲン受 容 体 α（E Rα）が多 く発 現 している

[ 3 1 ]。D E S は、E Rα 及 び β のどちらにも同 程 度 の親 和 性 を持 つ［3 1］が、D E S

の生 殖 毒 性 は、 E Rα 依 存 的 に作 用 すると言 われている［ 18 ］。このことから、

D E S は E Rα を多 く発 現 する副 腎 や下 垂 体 に高 親 和 性 を示 すことが示 唆 さ

れる。 D E S はこれまで生 殖 毒 性 が多 く報 告 されてきたが、本 研 究 から、 D E S

は生 殖 器 よりも副 腎 や下 垂 体 に特 異 的 に分 布 することを明 らかにした。  

 D E S の投 与 を受 けたラット副 腎 の重 量 は増 加 していた。さらに副 腎 の総 蛋

白 質 量 および乾 燥 重 量 が増 加 していたことから、D E S 投 与 により、副 腎 組 織

が増 加 し、腫 大 していることが明 らかとなった。また、2  w  D E S 投 与 副 腎 では、

副 腎 皮 質 の束 状 帯 及 び網 状 帯 が肥 厚 し、束 状 帯 の細 胞 内 空 胞 が D E S 投

与 によって著 しく小 型 化 し ていた。また、示 してはいないが、 1 w D E S 投 与 副

腎 では、束 状 帯 領 域 の細 胞 内 空 胞 小 型 化 は認 められたが、束 状 帯 領 域 の

肥 厚 は認 められなかった。ゆえに、D E S による副 腎 組 織 変 化 は、腫 大 する前

に細 胞 内 の変 化 が生 じていることが明 らかである。  

以 上 の結 果 から副 腎 は D E S の主 要 な標 的 器 官 であることが示 唆 される。

高 濃 度 のエストラジオールやエチニルエストラジオール処 置 のオスラットでは、
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副 腎 重 量 の増 加 や副 腎 皮 質 細 胞 の空 胞 の減 少 が認 められている［ 1 , 5］。こ

のことからエストロゲン活 性 のある化 学 物 質 や D E S は、副 腎 の重 量 増 加 を誘

発 し 、 副 腎 機 能 に 重 要 な ス テ ロ イ ド 代 謝 に 影 響 を 与 え て いることが 示 唆 さ れ

る。  
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5．小 括  

 Di e t h y l s t i l b e s t r o l ( D E S ) は 、 非 ス テ ロ イ ド 性 の 合 成 エ ス ト ロ ゲ ン で 、

1 9 5 0 - 1 9 7 0 年 代 に かけて 米 国 やヨ ー ロッパ で、 流 産 防 止 薬 と し て 妊 婦 に 投

与 された薬 物 である。胎 児 期 に D E S の暴 露 を受 けて生 まれた女 児 の思 春 期

以 降 に、通 常 稀 な膣 腺 腫 の発 生 報 告 が相 次 ぎ、その使 用 が禁 止 された。ま

た 、 D E S は 家 畜 の 肥 育 促 進 剤 と し て も 飼 料 に 添 加 さ れ て い た こ と も あ る 。

D E S の暴 露 を受 けることによって、乳 がん発 生 、胎 児 期 の暴 露 によって膣 腺

腫 や子 宮 形 成 不 全 、不 妊 、男 性 においては、性 器 形 成 不 全 、精 子 濃 度 低

下 のリスクが高 まる報 告 がある。 D E S が生 殖 器 系 に影 響 を与 えることは明 ら

かであるが、その詳 細 な作 用 機 序 は未 だ不 明 なままである。現 在 D E S の臨

床 現 場 に おける利 用 はない が、その強 力 なエ ストロゲン活 性 から 、内 分 泌 か

く乱 物 質 のモデル物 質 として研 究 に用 いられている。 D E S の作 用 機 序 を解

明 は、 他 の 内 分 泌 かく 乱 物 質 の 作 用 機 序 解 明 にも 橋 渡 し と なる ことが 期 待

される。  

 本 探 索 から、 D E S の毒 性 として多 くの報 告 がある精 巣 よりも、下 垂 体 や副

腎 に D E S が高 い親 和 性 を持 つことを明 らかにした。これらの臓 器 への特 異 的

な親 和 性 は不 明 であるが、これらが D E S による直 接 的 な標 的 器 官 となる可

能 性 がある。D E S 投 与 により、副 腎 は束 状 帯 領 域 内 の空 胞 が小 型 化 し、そ

の 後 に 腫 大 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 他 の エ ス ト ロ ゲ ン 活 性 の あ る 物 質 で あ

るエストラジオールやエチニルエストラジオール投 与 においても同 様 に副 腎 の

腫 大 や空 胞 の減 少 が認 められていることから、D E S のエストロゲン活 性 がこれ

らに影 響 を与 えることが示 唆 される。このことは D E S が、副 腎 重 量 増 加 を誘

発 し、副 腎 機 能 へ影 響 を与 えることが示 唆 された。  
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第 Ⅱ 章  DES による副 腎 ステロイド合 成 への影 響  

 

1．序 文  

  内 分 泌 撹 乱 物 質 は、副 腎 のステロイド合 成 に影 響 を与 えるが、その副 腎

への影 響 やステロイド合 成 についての研 究 は少 ない［8］。さらに副 腎 のコルチ

コステロン合 成 に関 与 するチトクローム P 4 5 0 酵 素 に関 する報 告 は、これまで

に見 当 たらない。Z i m m e r ma n らは D E S 暴 露 における副 腎 の重 量 増 加 とステ

ロイドホ ルモンレベルの減 少 を報 告 し た唯 一 の 研 究 グ ル ープであ る［ 5 9 ］。副

腎 は、体 内 に占 める割 合 は小 さいながら、その機 能 は多 岐 に渡 る。とりわけ、

副 腎 皮 質 か ら 合 成 ・ 分 泌 さ れ る ス テ ロ イ ド は 、 我 々 が 生 存 し て い く 上 で 必 要

不 可 欠 なホルモンである。特 に代 表 的 な副 腎 皮 質 ホルモンであるコルチゾー

ル、げっ歯 類 ではコルチコステロンは、我 々が生 きていく上 で曝 されるストレス

に 対 し て 、 抵 抗 性 を 付 与 す る と と も に 、 代 謝 や 免 疫 機 能 の 過 剰 な 反 応 を 抑

制 する 重 要 な役 割 を担 っている。また近 年 では、胎 児 の成 長 や出 産 時 に重

要 なホルモンでもある [7 , 1 8 ]。胎 児 期 に十 分 なコルチコイドの暴 露 を受 けなけ

れば 、 胎 児 の 成 長 が 阻 害 さ れ、 死 産 と なる 報 告 が あ る [ 1 2 ] 。ま た 、 出 産 時 に

は、 母 体 のコルチ ゾー ル 濃 度 の 著 し い上 昇 が 分 娩 を 誘 起 すると され てい る。

また、副 腎 皮 質 から産 生 されるアルドステロンが近 年 精 巣 のステロイド合 成 に

関 与 す る 報 告 が あ る。 こ の よ う に 副 腎 皮 質 ホ ル モ ン は、 生 体 に と っ て 必 要 不

可 欠 な ホ ル モ ン で あ る 。 コ ル チ コ ス テ ロ ン の 合 成 は 、 細 胞 内 の コ レ ス テ ロ ー ル

がミトコンドリア内 でプレグネノロンに変 換 され、小 胞 体 でプロゲステロン、デオ

キ シ コ ル チ コ ス テ ロ ン を 経 て 、 終 的 に コ ル チ コ ス テ ロ ン が 合 成 さ れ る 。 第 Ⅰ

章 では、 D E S はこれまで多 くの毒 性 報 告 があ る生 殖 器 よりも 副 腎 や下 垂 体

に高 濃 度 に分 布 していることが明 らかとなった。さらに、 D E S 副 腎 は腫 大 し、

その内 部 は皮 質 、特 に束 状 帯 領 域 の肥 厚 し、細 胞 内 の空 胞 の小 型 化 が明

らかとなった。本 章 では、D E S が副 腎 機 能 にどのような影 響 を与 えているか副

腎 ス テロ イ ドや 関 連 する 生 体 内 物 質 を 測 定 することに より 明 ら か にすること を
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目 的 とした。  
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2.  材 料 および方 法  

2 . 1 .  供 試 動 物 と投 与 方 法  

 第 Ⅰ 章 に準 ずる。  

 

2 . 2 .  臓 器 の採 取  

 第 Ⅰ 章 に準 ずる。  

 

2 . 3 .  副 腎 及 び血 中 ステロイドの定 量  

 第 Ⅰ 章 に準 ずる。  

 

2 . 4 .  L C - M S/ M S による血 中 A C T H の定 量  

標 準 試 薬 A C T H をトリプシンでがん消 化 して n L C - q TO F で測 定 して得 ら

れたスペクトラムを、タンパク質 データベースである M a s c o t で検 索 して A C T H

を同 定 した。A C T H を消 化 して得 られたペプチドを M S / M S 分 析 でアミノ酸 配

列 を決 定 した。M S / M S で得 られたフラグメント情 報 から四 重 極 型 M S を設 定

した（S e l e c t e d  R e a c t i o n  M o n i t o r i ng：S R M 法 ）。血 清 に 5 0 mM 重 炭 酸 アン

モニウム 1 0 0  μ l をいれてホモジナイズし、遠 心 後 上 清 4 0  μ l にトリプシン 1 0  μ l

をいれて 5 時 間 反 応 させた（溶 液 内 消 化 ）。それぞれに 0 . 1  %  ギ酸 含 有 アセ

ト ニ ト リ ル を 加 え 、 試 料 と し た 。 抽 出 し た 溶 液 に 、 同 じ 条 件 で 消 化 し て 得 ら れ

た標 準 溶 液 を添 加 することで得 られた検 量 線 から定 量 （標 準 添 加 法 ）した。  

2 . 5 .  RT−P C R  

2 . 5 . 1 .  m R N A の抽 出  

 mR N A の抽 出 は M a g N A P ur e  L C  m R N A I s o l a t i o n  K i t  I I  ( Ti s s u e )を用 い

て 行 っ た 。 副 腎 と 下 垂 体 を そ れ ぞ れ ホ モ ジ ネ ー ト チ ュ ー ブ ( Lys i n g  M a t r i x  

I ) ( M P - B i o me d i c a l s  ( Q - B i o g e n e ) )に入 れ、Ly s i s  B u ff e r を 3 0 0  μ l 加 えた。

M a g N A Ly s e r  I n s t r u me n t  ( R o c h e  D i a g n o s t i c s )を用 いて、6 , 0 0 0  r p m、5 0  

秒 間 でホモジナイズし、室 温 で 3 0  分 間 静 置 した後 、C a p t u r e  B u ff e r を 6 0 0  
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μ l 加 え、1 7 , 0 0 0  × g で 5 分 間 遠 心 分 離 し、その上 清 8 8 0  μ l を用 い、M a g N A 

P u r e  L C  3 5 0 ( R o c h e  D i a g n o s t i c s )を使 用 して m R N A の抽 出 を行 った。  

 

2 . 5 . 2 .  c D N A の合 成  

抽 出 し た mR N A を Tr a ns c r i p t o r  F i r s t  S t r a n d  c D N A S y n t h e s i s  

K i t ( R o c h e  D i a g n o s t i c s ) の マ ニ ュ ア ル に 従 い 、 A n c h o r e d - O l i g o ( d T) 1 8  

P r i me r を用 いて逆 転 写 し、c D N A を合 成 した。  

 

2 . 5 . 3 .  R e a l - t i me  P C R ( RT- P C R )  

L i g h t C y c l e r ®  2 . 0 ( R o c h e  D i a g n o s t i c s )を使 用 し、Ta q M a n ®  Pr o b e 法 に

より定 量 的 P C R を行 った。方 法 は L i g h t C y c l e r ®  Ta q Ma n ®  M a s t e r ( R o c h e  

D i a g n o s t i c s )および U n i v e r s a l  P r o b e L i b r a r y ( UP L ) ( R o c h e  D i a g n o s t i c s )の

マニュアルに従 った。P C R は 9 5  ℃ 、1 0  分 間 インキュベートした後 、9 5  ℃ 、

1 0  秒 間 、 5 5  ℃ 、 2 0  秒 間 、 7 2  ℃ 、 2  秒 間 ( 検 出 ) を  4 5  サ イ ク ル 行 った 。

解 析 には L i g h t C y c l e r  S o f t w a r e  Ve r.  4 . 0 ( R o c h e  D i a g n o s t i c s )を用 いた。標

的 遺 伝 子 をラッ ト  S t A R 、 P B R 、 P 4 5 0 s c c 、 P O M C 、 内 部 標 準 遺 伝 子 をラ ット

β -アクチンとした。当 教 室 既 存 のラット β -アクチン c D N A p l a s mi d を段 階 希 釈

して、それをスタンダードとして用 いた。各 サンプルの β -アクチンの発 現 量 に対

す る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 量 の 割 合 で 定 量 し た 。  使 用 し た  U P L お よ び  

p r i me r  の配 列 は表 2 - 1 のとおりである。  

 

2 . 6 .試 験 管 内 酵 素 反 応 試 験  

試 験 管 内 ステロイド合 成 酵 素 反 応 試 験  

2 ml チューブに、0 . 5  M リン酸 緩 衝 液 1 5 0  µ l、0 . 1  M  M g Cl 2  7 5 µ l、2 0  m M  

N A D P H  6 0 µ l、2 0  m M  N A D H  6 0 µ l、D D W 9 1 5 µ l、30  mM  基 質 3 0 µ l、副 腎

ミトコンドリア画 分 （終 濃 度 0 . 2％C H A P S で処 理 したもの）6 0 µ l を混 合 したも

のを反 応 液 とした。2 0 -ヒドロキシコレステロールを基 質 とし、反 応 液 を 1 時 間 、
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3 7  ℃でインキュベートした。反 応 開 始 を 0 分 として 1 0 分 毎 に反 応 液 を回 収

した後 、 1 0 0  ℃、 2 分 間 煮 沸 させて酵 素 反 応 を停 止 させた。その後 各 時 間

の反 応 液 中 のプレグネノロン濃 度 を L C - M S/ M S 及 び L C - TO F M S を用 いて

測 定 した。  

 

2 . 7 . 1  ウエスタンブロッティング  

 副 腎 を 0 . 2 5  M スクロース溶 液 でホモジナイズし、9 0 0  ×  g、1 0 分 間 、4℃ で

遠 心 分 離 した。得 られた上 清 をさらに、5 , 0 0 0  × g  、1 0 分 、4℃ で遠 心 分 離 し、

得 られた上 清 を可 溶 化 画 分 、沈 殿 をミトコンドリア画 分 とした。第 1 章 に準 じ

て、蛋 白 質 定 量 した両 画 分 は、 S D S アクリルアミドゲル電 気 泳 動 によって分

子 量 ごとに分 離 した後 、P V D F 膜 に転 写 した。可 溶 化 画 分 は、L D L 受 容 体

および H D L 受 容 体 （S R - B 1）に対 する特 異 抗 体 を用 いて目 的 の蛋 白 質 を検

出 した。ミトコンドリア画 分 は、P 4 5 0 s c c に対 する特 異 抗 体 を用 いて目 的 の蛋

白 質 を検 出 した。内 部 標 準 蛋 白 質 として β -アクチンに対 する特 異 抗 体 を用

いた。  

 

2 . 7 . 2 デンシトメーター解 析  

C S  A n a l y z e r ソフト ( AT TO )を用 い、W B から検 出 されたバンドをデンシトメ

ータ解 析 から数 値 化 し、定 量 した。各 サンプルの内 部 標 準 蛋 白 質 を β - アク

チンとして、その発 現 量 に対 する標 的 蛋 白 質 の発 現 量 の割 合 から定 量 を行

った。  

 

2 . 8 .オイルレッド染 色  

 凍 結 副 腎 をクリオスタッドミクロトーム（C R - 5 0 2 ;大 和 光 機 工 業 ）上 で低 温 薄

切 ( 7 µ m)し、常 法 に従 い、ヘマトキシリン染 色 及 びオイルレッド染 色 を施 した。  
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2 . 9 .電 子 顕 微 鏡 学 的 探 索  

副 腎 組 織 を 4 %パラホルムアルデヒドで灌 流 し、1  m m キューブ状 に整 形 し

たのち、4  %パラホルムアルデヒド、2 . 5  %グルタルアルデヒド 0 . 1  M リン酸 バッ

ファーに 2  時 間 浸 漬 した。組 織 ブロックは 0 . 1  M リン酸 バッファーで洗 浄 後 、

1 . 0  %四 酸 化 オスミウム 0 . 1  M リン酸 バッファーで 1  時 間 固 定 し、アルコール

脱 水 を施 した。サンプルは 8 0 - 1 0 0  n m に薄 切 し、2  %酢 酸 ウラニルメタノール

とクエン酸 鉛 で染 色 した後 、電 子 顕 微 鏡 下 で鏡 検 した。  

 

2 . 1 0 .  副 腎 コレステロール測 定  

総 コレステロール及 び遊 離 コレステロールはそれぞれのコレステロール E キ

ット（ワコー）を用 いた。副 腎 組 織 を 0 . 2 5  M スクロース溶 液 でホモジナイズ後 、

9 0 0  ×  g  で 1 0 分 間 遠 心 分 離 し、得 られた上 清 を用 いて総 コレステロールを

測 定 し た 。 さ ら に 、 上 記 上 清 に 0 . 2 5  M ス ク ロ ー ス 溶 液 に 終 濃 度 0 . 1  %  

C H A P S 及 び 0 . 1  %  S D S を添 加 し細 胞 膜 を破 壊 したサンプルを用 い、遊 離 コ

レ ス テ ロ ー ル を 測 定 し た 。 各 反 応 液 と 副 腎 上 清 サ ン プ ル を 混 和 し 、 3 7  ℃ で

10 分 間 インキュベートした後 、6 0 0  n m の波 長 で吸 光 値 を測 定 した。標 準 コレ

ステロール溶 液 の吸 光 値 から検 量 線 を作 成 し、総 コレステロール及 び遊 離 コ

レステロール量 を算 出 した。  

 

2 . 11 .  統 計 学 的 分 析  

 第 Ⅰ章 に準 ずる。  
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3．結 果  

3 . 1 .  血 中 コルチコステロンおよび A C T H 量 と下 垂 体 P O M C  

血 中 のコルチコステロンは、D E S 投 与 1  週 間 及 び 2  週 間 後 、C o n t r o l 群

に比 較 し有 意 に減 少 していた（図 2 - 1 A）。なお、質 量 分 析 によって定 量 され

たコントロール群 の平 均 コルチコステロン濃 度 (約 1 0 0 n g / ml )は、過 去 に報 告

されたデータに一 致 していた［2 , 1 4］。一 方 、血 清 A C T H は、D E S 投 与 後 ,有

意 な変 化 は認 められなかった（図 2 - 1 B）。さらに下 垂 体 の A C T H  ペプチドを

エンコードする P O M C  mR N A は、D E S 投 与 後 も誘 導 されていなかった。（図

2 - 1 C）  

 

3 . 2 .  副 腎 ステロイドとその前 駆 物 質  

副 腎 のコルチコステロン、アルドステロン、コルチコステロン前 駆 物 質 を定 量

した結 果 を図 2 - 2 に示 した。デオキシコルチコステロンを除 く全 てのコルチコス

テロン前 駆 物 質 及 びコルチコステロンが D E S 投 与 1  w 後 には顕 著 に減 少 し

て い た 。 ま た 、 ア ル ド ス テ ロ ン お よ び 1 8−ヒ ド ロ キ シ コ ル チ コ ス テ ロ ン も 同 様 に

D E S 投 与 後 1  w で有 意 に減 少 していた。  

 

3 . 3 .  副 腎 ステロイド合 成 の律 速 因 子  

 ミトコンドリア内 へのコレステロール輸 送 は、St A R や P B R といったステロイド

合 成 律 速 因 子 が関 与 する［1 6 , 4 4］。ゆえに、これら蛋 白 質 が D E S によって障

害 を受 けていないか確 認 するため、m R N A を RT−P C R にて探 索 した。その結

果 を図 2 - 3 に示 す。1 週 間 D E S 投 与 群 では、St A R、P B R の遺 伝 子 は、いず

れも増 加 傾 向 にあった（図 2 - 3 A、B）。これまでの我 々の研 究 から、D E S を投

与 したラット精 巣 のステロイド合 成 阻 害 は P 4 5 0 s c c 活 性 阻 害 に因 ることを明 ら

かにした [ 3 9 ] 。一 方 、副 腎 の P 4 5 0 s c c の m R N A は増 加 傾 向 であった（図

2 - 3 C）。また、P 4 5 0 s c c の蛋 白 質 および活 性 も D E S 投 与 によって、わずかに

増 加 し て い た （ 図 2 - 4 ） 。 さ ら に 、 血 中 コ レ ス テ ロ ー ル の 取 り 込 み に 関 与 す る
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L D L 受 容 体 および H D L 受 容 体 ( S R - B 1 )に対 する特 異 抗 体 を用 いて、副 腎

組 織 をウエスタンブロットした結 果 、図 2 - 5 に示 すように D E S 投 与 によって

L D L R は約 2 倍 、S R - B 1 は約 3−4 倍 にそれぞれ増 加 していた。  

 

3 . 4 .  副 腎 内 のコレステロール  

図 2 - 6 A に 2  週 間 処 置 副 腎 皮 質 のオイルレッド染 色 の結 果 を示 した。副

腎 皮 質 内 で赤 く染 まる脂 質 は、 D E S 投 与 によって明 らかに減 少 していた。さ

らに、より詳 細 な構 造 を探 索 するために、電 子 顕 微 鏡 下 において探 索 したと

ころ、副 腎 皮 質 細 胞 内 の液 滴 が小 型 化 していた（図 2 - 6 B）。副 腎 内 の総 コ

レステロール及 び遊 離 コレステロールは、いずれも D E S 投 与 によって減 少 して

いた (図  2 - 7 )。ゆえに、D E S 投 与 によって副 腎 のコレステロールエステルも減

少 していることが明 らかとなった。  
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表 2 - 1 .  各 プライマー配 列  
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図 2 - 1 .  血 中 コルチコステロン、血 清 A C T H と下 垂 体 P O M C  m R N A  

  A .  1 w および 2 w 投 与 の血 中 コルチコステロン濃 度 、B . 1 w および 2 w 血

清 A C T H 濃 度 、C . 1 w および 2 w 投 与 下 垂 体 P O M C  m R N A を示 す。  

 各 グ ラフ は、四 分 位 を 用 い て 示 し て いる。長 方 形 の 中 央 のラ イ ンは中 央 値

を示 す。長 方 形 の下 側 の辺 は、第 一 四 分 位 、上 側 の辺 は第 三 四 分 位 を示

す 。 長 方 形 か ら 上 に 伸 び る 実 線 の 先 端 は 大 値 、 下 側 に 伸 び る 実 線 の 先

端 は 小 値 を示 している。  

 * *は、D E S 投 与 によって有 意 水 準 （P＜0 . 0 1）において有 意 に減 少 している

ことを示 す。 ( n = 3 - 4 )  
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図 2 - 2 .  副 腎 のステロイド合 成  

 1 w および 2 w 投 与 副 腎 内 のコルチコステロンおよびその前 駆 物 質 であるプ

レグネノロン、プロゲステロン濃 度 、アルドステロンとその前 駆 物 質 の 1 8 -ヒドロ

キシアルドステロン濃 度 を示 す (各 群 n = 3 - 4 )。 各 グラフは、四 分 位 を用 いて

示 し ている。長 方 形 の 中 央 のラインは中 央 値 を 示 す。 長 方 形 の下 側 の 辺 は、

第 一 四 分 位 、上 側 の辺 は第 三 四 分 位 を示 す。長 方 形 から上 に伸 びる実 線

の先 端 は 大 値 、下 側 に伸 びる実 線 の先 端 は 小 値 を示 している。  

 *は D E S 投 与 によって有 意 水 準 ( P < 0 . 0 5 )において有 意 に減 少 していること

を示 す。* *は、D E S 投 与 によって有 意 水 準 （ P＜0 . 0 1）において有 意 に減 少

していることを示 す。 ( n = 3 - 4 )  



29 
 

 

図 2 - 3 .  副 腎 ステロイド合 成 関 連 因 子 St A R , P B R , P 4 5 0 s c c  

1 w お よ び 2 w 投 与 副 腎 の A . St A R  mR N A 、 B . P B R mR N A 、 C . P 4 5 0 s c c  

m R N A を示 す。各 データは四 分 位 を用 いて示 している。長 方 形 の中 央 のライ

ンは中 央 値 を示 す。長 方 形 の下 側 の辺 は、第 一 四 分 位 、上 側 の辺 は第 三

四 分 位 を 示 す。 長 方 形 か ら 上 に 伸 び る実 線 の 先 端 は 大 値 、 下 側 に 伸 び

る実 線 の先 端 は 小 値 を示 している。  
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図 2 - 4 .  １ｗ投 与 副 腎 P 4 5 0 s c c のウエスタンブロットおよび酵 素 活 性  

A．  1 w 投 与 後 の副 腎 ミトコンドリア内 における P 4 5 0 s c c の W B を示 す。プロ

ーブ抗 体 として、ウサギポリクローナル抗 C y t o c h r o me  P 4 5 0 s c c 抗 体

（M i l l i p o r e）、ウサギポリクローナル抗 βア ク チ ン 抗 体（ A b c a m）を 用

い た 。  

B．  W B から得 られたバンドをデンシトメトリー解 析 によって定 量 した。内 部

標 準 蛋 白 質 のβア ク チ ン に 対 す る P 4 5 0 s c c の 発 現 量 を 示 す 。平 均 値 ±

標 準 誤 差 で 示 す 。  

C． P 4 5 0 s c c の 酵 素 活 性 の 測 定 結 果 を 示 す 。 1 w 投 与 副 腎 を 用 い て 、

2 0 -ヒ ド ロ キ シ コ レ ス テ ロ ー ル を 基 質 と し て 酵 素 反 応 後 、経 時 的 に 合

成 さ れ た 反 応 液 中 の プ レ グ ネ ノ ロ ン 濃 度 を 測 定 し た 。 平 均 値 ±標 準

誤 差 で 示 し て い る 。 *は D E S 投 与 によって有 意 水 準 ( P < 0 . 0 5 )において有

意 に減 少 していることを示 す。  
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図 2 - 5 .  副 腎 L D L 受 容 体 （L D L R）と H D L 受 容 体 （S R - B 1）  

A．1 w および 2 w 投 与 副 腎 における L D L R と S R - B１の W B。プローブ抗 体 抗

体 は、ニワトリポリクローナル抗 L D L R 抗 体 （S i g ma - A l d r i c h）、ウサギポリクロ

ーナル抗 S R - B 1 抗 体 ( S i g ma - A l d r i c h )、ウサギポリクローナル抗 βア ク チ ン

抗 体 (A b c a m)を 用 い た 。 （ 1 w 投 与 C o n t r o l ( n = 3 ) 、 D E S （ n = 3 ） 、 2 w 投 与

C o n t r o l ( n = 4 )、D E S ( n = 5 )）  

B． WB から検 出 されたバンドをデンシトメトリー解 析 によって定 量 した。グラフ

は 、 内 部 標 準 蛋 白 質 と し て βア ク チ ン を 用 い 、 そ の 発 現 量 に 対 す る

L D L R、 S R - B 1 の 発 現 量 の 割 合 （ ％ ） を 示 す 。  

*は D E S 投 与 に よ っ て 有 意 水 準 (P < 0 . 0 5)を も っ て 有 意 に 増 加 し て い

た こ と を 示 す 。  

* *は DES 投 与 に よ っ て 有 意 水 準 （ P < 0 . 0 1） を も っ て 有 意 に 増 加 し て

い た こ と を 示 す 。  

平 均 値 ±標 準 誤 差 で 示 し て い る 。  
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図 2 - 6 .  副 腎 皮 質 のオイルレッド染 色 および束 状 帯 領 域 細 胞 の電 子 顕 微

鏡 像  

A .  2 w  C o n t r o l 副 腎 ( 1、3、5 )および D E S 投 与 副 腎 ( 2、4、6 )のオイルレッド

染 色 像 を示 す。赤 く染 まる脂 質 は D E S 投 与 によって減 少 していた。  

B .  2 w  投 与 副 腎 束 状 帯 領 域 細 胞 の 電 子 顕 微 鏡 像 。 C o nr o l ( B - 1 ) 、 D E S

（B - 2）。D E S 投 与 によって細 胞 内 の脂 肪 滴 が小 型 化 していた。  
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図 2 - 7 .  1 w 及 び 2 w 投 与 副 腎 の総 コレステロールおよび遊 離 コレステロール

濃 度  

1 w および 2 w 投 与 副 腎 コレステロール濃 度 を示 す。白 カラム+灰 色 カラム  

は総 コレステロールを、灰 色 カラムは遊 離 コレステロール濃 度 それぞれ示 す。

*は、有 意 水 準 （P < 0 . 0 5）をもって D E S 投 与 によって有 意 に減 少 していること

を示 す。平 均 値 ±標 準 誤 差 で示 している。  
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4.  考 察  

 本 章 から D E S 投 与 によって副 腎 のステロイド合 成 が阻 害 されることが明 らか

となった。副 腎 は、視 床 下 部 -下 垂 体 -副 腎 の H PA 軸 を構 成 し、副 腎 コルチ

コステロンの分 泌 は下 垂 体 から分 泌 される A C T H によってコントロールされる。

第 Ⅰ 章 の 結 果 か ら 副 腎 皮 質 束 状 帯 領 域 の 細 胞 内 空 胞 の 減 少 が 生 じ 、 肥

大 が 生 じ ていたのは、このコルチコステロン合 成 阻 害 に よる血 中 のコルチコス

テロン濃 度 の低 下 によって A C T H がフィードバック反 応 の結 果 であることが示

唆 された。しかし、D E S 投 与 後 も血 清 A C T H や A C T H ペプチドを合 成 する

下 垂 体 P O M C  mR N A は増 加 しておらず、血 中 のコルチコステロン低 下 によっ

て A C T H によるフィードバック機 構 は誘 導 されていなかった。この理 由 は不 明

であるが、前 立 腺 がん治 療 に D E S - D P を用 いた患 者 においても血 中 A C T H

や P O M C が増 加 していなかったことが報 告 されている［ 2 5］。また D E S は、

F S H / L H 細 胞 の異 分 化 を誘 導 し、プロラクチン産 生 細 胞 を増 加 させることが

知 られている［5 0］。そのため、D E S は下 垂 体 A C T H 産 生 細 胞 にも障 害 を与

え て い る か も し れ な い 。 ま た 、 副 腎 腫 大 を コ ン ト ロ ー ル す る 他 の 因 子 と し て

s t e r o i d o g e n e s i s  f a c t o r - 1 ( S F - 1 )が知 られており [ 8 , 11 ]。D E S はこれに影 響 を

与 えている可 能 性 が考 えられる。  D E S による副 腎 腫 大 の機 序 を解 明 するに

は、さらなる研 究 が要 される。  

 副 腎 が腫 大 する疾 病 として先 天 性 副 腎 過 形 成 症 が知 られている。これは、

St A R や P 4 5 0 s c c の変 異 によって引 き起 こされることが知 られ、深 刻 なステロイ

ド合 成 障 害 を特 徴 とする［4 3］。コレステロールは 1 7  個 の炭 素 ステロイド骨 格

を持 ち、コルチコステロンなど、ステロイド合 成 の原 料 となる。副 腎 でのステロイ

ド合 成 は、細 胞 質 のコレステロールが St A R や P B R によってミトコンドリア内 に

運 ばれると、そこでステロイド合 成 能 を決 定 づける P 4 5 0 s c c によってプレグネノ

ロンに変 換 される。 D E S 投 与 によって腫 大 した副 腎 内 では、これらの因 子 は

阻 害 は受 けず、増 加 傾 向 であった（図 2 - 3）。ゆえに、D E S はコレステロールの

ミトコンドリア輸 送 やプレグネノロンへの変 換 に直 接 影 響 を与 えていないことが
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示 唆 されると同 時 に、ステロイド合 成 の初 期 段 階 には影 響 を与 えないようであ

る。副 腎 ステロイド合 成 の原 料 となるコレステロールの供 給 は、細 胞 内 での合

成 と血 中 からの供 給 が知 られており、後 者 に関 連 する因 子 として L D L 受 容

体 （L D L R）や H D L 受 容 体 （S R - B 1）がある [ 2 1 ]。げっ歯 類 では、副 腎 ステロ

イド合 成 には H D L 受 容 体 を介 して得 られる H D L 由 来 のコレステロールが積

極 的 に利 用 される［2 1 , 3 0］。D E S 投 与 によって、副 腎 のコレステロール取 り込

みに関 与 する H D L 受 容 体 と L D L 受 容 体 の発 現 が阻 害 されていないかウエ

スタンブロットを行 った結 果 、両 受 容 体 は、予 想 に反 し、 D E S 投 与 によって増

加 していた。これら受 容 体 の発 現 は増 加 しているものの、 D E S 投 与 によって

受 容 体 の取 込 み機 能 に障 害 が生 じている可 能 性 は否 定 できない。そこで受

容 体 発 現 誘 導 にも関 らず、副 腎 ステロイド合 成 が抑 制 されるかを探 索 した結

果 、副 腎 内 のコレステロールが減 少 していたことを見 出 した。現 段 階 において、

なぜ副 腎 のコレステロールが減 少 するのかは不 明 であるが、本 章 の結 果 から

D E S 投 与 によって副 腎 ステロイド合 成 に必 要 なコレステロールの供 給 を阻 害

することを明 らかにした。D E S の副 腎 毒 性 は、これまで報 告 してきた P 4 5 0 s c c

阻 害 に よ る 精 巣 ス テ ロ イ ド 合 成 阻 害 ［ 3 9 ］ と は 異 な る 機 序 で 生 じ て い た 。 こ の

副 腎 コレステロール減 少 機 序 を解 明 するには、投 与 後 より早 期 の段 階 による

探 索 が求 められる。  

 副 腎 で 産 生 さ れ る ス テ ロ イ ド は 、 胎 児 や 新 生 児 の 成 長 や 発 達 だ け で な く 、

陣 痛 や出 産 にも重 要 な役 割 を担 う［7 , 2 5］。D E S によって引 き起 こされる慢 性

的 な コ ル チ コ ス テ ロ ン の 低 下 は 、 内 分 泌 恒 常 性 を 撹 乱 し 、 ス ト レ ス 抵 抗 性 を

減 弱 化 させる可 能 性 がある。本 章 から明 らかとなった D E S 投 与 によるコルチ

コステロンの低 下 は今 後 、 D E S の膣 腺 腫 や生 殖 器 異 形 成 などの生 殖 毒 性

を解 明 する上 で、新 たなステップになるであろう。我 々は、胎 児 期 から成 熟 す

るまでには長 期 間 を有 し、その間 に重 要 なステージである胎 児 期 の成 長 、出

産 、成 長 期 には、様 々なホルモンの影 響 を受 ける。そのため、 D E S の毒 性 が

ど の 段 階 で 生 じ て い る の か 、 ま た そ の メ カ ニ ズ ム を 探 索 す る こと は 容 易 で は な
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い。成 熟 動 物 を用 いた本 章 の研 究 では、D E S による直 接 的 な影 響 を明 らか

に す る こと に 成 功 し た 。 本 章 か ら 明 ら か と な っ た 副 腎 の ス テ ロ イ ド 合 成 抑 制 と

コレステロール減 少 は今 後 、妊 娠 動 物 や胎 児 における D E S 毒 性 のメカニズ

ムを探 る上 で重 要 な証 明 となることが期 待 される。さらに D E S は、生 体 内 で

厳 密 にコントロールされているコレステロールの恒 常 性 を撹 乱 している可 能 性

が示 唆 される。  
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5.  小 活  

 内 分 泌 かく乱 物 質 は、副 腎 のステロイド合 成 に影 響 を与 えるが、その副 腎

への影 響 やステロイド合 成 についての研 究 は少 ない。副 腎 皮 質 から合 成 ・分

泌 されるステロイドは、我 々が生 存 していく上 で必 要 不 可 欠 なホルモンである。

特 に代 表 的 な副 腎 皮 質 ホルモンであるコルチゾールは、我 々が生 きていく上

で曝 されるストレスに対 して、抵 抗 性 を付 与 するとともに、代 謝 や免 疫 機 能 の

過 剰 な 反 応 を 抑 制 する重 要 な 役 割 を 担 っ てい る。また 近 年 では、 胎 児 の 成

長 や出 産 時 に重 要 なホルモンである報 告 がある。本 章 では、 D E S が副 腎 機

能 にどのような影 響 を与 えているかを明 らかにすることを目 的 とした。その結 果 、

D E S は、副 腎 のステロイド合 成 を阻 害 し、それは、副 腎 内 のコレステロールの

減 少 に起 因 することを見 出 した。本 章 から明 らかとなった D E S 投 与 によるコ

ルチコ ス テ ロンの 低 下 は 今 後 、 D E S の 膣 腺 腫 や 生 殖 器 異 形 成 な どの 生 殖

毒 性 を解 明 する上 で、新 たなステップになるであろう。我 々は、胎 児 期 から成

熟 す る ま で に は 長 期 間 を 有 し 、 そ の 間 に 重 要 な ス テ ー ジ で あ る 胎 児 期 の 成

長 、出 産 、成 長 期 には、様 々なホルモンの影 響 を受 ける。そのため、 D E S の

毒 性 がどの段 階 で生 じているのか、またそのメカニズムを探 索 することは容 易

ではない。成 熟 動 物 を用 いた本 章 の研 究 では、 D E S による直 接 的 な影 響 を

明 ら か に す る こ と に 成 功 し た 。 本 章 か ら 明 ら か と な っ た 副 腎 の ス テ ロ イ ド 合 成

抑 制 とコレステロール減 少 は今 後 、妊 娠 動 物 や胎 児 における D E S 毒 性 のメ

カニズムを探 る上 で重 要 な証 明 となると期 待 される。さらに D E S は、生 体 内 で

厳 密 にコントロールされているコレステロールの恒 常 性 を撹 乱 している可 能 性

が示 唆 される。  
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第 Ⅲ 章 DES 投 与 ラットの血 中 コレステロールとアポリポ蛋 白 質  

 

1．序 文  

 第 Ⅰ 章 では、D E S 投 与 オスラットにおける D E S の体 内 分 布 、副 腎 の組 織

学 的 な変 化 を明 らかにした。さらに第 Ⅱ 章 では、 D E S 投 与 副 腎 のステロイド

合 成 阻 害 が、 原 料 と なる 副 腎 内 コ レス テロー ルの 減 少 に因 ること を 見 出 し た 。

本 章 では、さらにその機 序 を探 索 することを目 的 とした。副 腎 のようなステロイ

ド合 成 器 官 におけるコレステロールの供 給 には、主 に細 胞 内 での新 規 合 成 と

血 中 コレステロールからの取 込 みが知 られている [ 2 1 ]。げっ歯 類 では、後 者 に

よる 供 給 が 主 経 路 とし て 知 ら れ ている ［ 2 1 , 3 0 ］。 薬 物 に よ っ て、 血 中 のコ レ ス

テ ロ ー ル が 著 し く 減 少 し た 場 合 、 副 腎 の コ レ ス テ ロ ー ル が 減 少 し 、 ス テ ロ イ ド

合 成 が抑 制 される報 告 があ る［ 2 0 ］。副 腎 における血 中 コレステロールの取 り

込 みには、L D L 受 容 体 や H D L 受 容 体 （S R - B 1）が関 与 する。L D L 受 容 体 は、

リポ蛋 白 質 に存 在 するアポリポ蛋 白 質 の A p o B 1 0 0 や A p o E をリガンドとし、

エンドサイトーシスによってリポ蛋 白 質 を取 込 む。H D L 受 容 体 では、H D L 構

成 アポリポ蛋 白 質 、A p o A 1 を認 識 し、H D L に存 在 するコレステロールエステ

ルを取 込 む。第 Ⅱ 章 では、 D E S 投 与 によってこれらの受 容 体 発 現 が誘 導 さ

れていることが明 らかとなった。これまで、中 長 期 投 与 における D E S の影 響 を

探 索 してきたが、 D E S のさらなる毒 性 メカニズムを明 らかにするため、単 回 投

与 後 の血 中 におけるコレステロール変 化 、そしてそれらの機 序 を明 らかにする

ことを目 的 とした。  
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2.  材 料 および方 法  

2 . 1 .  供 試 動 物 および投 与 方 法  

第 Ⅰ 及 びⅡ 章 同 様 に S D オスラットを用 い、第 Ⅰ章 に準 じた飼 育 管 理 を

行 った。C o n t r o l 群 にはオリーブオイルのみを D E S 投 与 群 には、オリーブオイ

ルに溶 解 した D E S 0 . 1  mg をゾンデを用 いて胃 内 強 制 投 与 し、投 与 6、1 2、

2 4、4 8 時 間 後 にサンプリングを実 施 した。  

 

2 . 2 .  血 清 の採 取  

 第 Ⅰ章 に準 ずる。  

 

2 . 3 .  H D L、L D L / V L D L コレステロール測 定  

 H D L a n d  L D L / V L D L C h o l e s t e r o l  Q u a n t i f i c a t i o n  K i t（B i o  Vi s i o n）  のプ

ロトコールに準 じて行 った。血 清 サンプルと等 量 の P r e c i p i t a t i o n  B u ff e r を混

和 し、室 温 にて 1 0  分 以 上 反 応 させた後 、2 , 0 0 0  × g、1 0  分 間 遠 心 分 離 した。

得 られた上 清 を H D L 画 分 、沈 渣 に P B S を加 え溶 解 したものを L D L / V L D L

画 分 とした。各 画 分 サンプルに反 応 液 を加 え、3 7  ℃ で 6 0 分 間 、遮 光 し反

応 させた。その後 、波 長 5 7 0  n m で吸 光 値 を測 定 し、標 準 コレステロール液

から得 られた吸 光 値 から検 量 線 を引 き、各 画 分 のコレステロール濃 度 を算 出

した。  

  

2 . 4 .  血 清 A p o A 1 及 び A p o E の検 出  

 各 血 清 サンプルを蒸 留 水 で 3 0  倍 に希 釈 し、第 Ⅱ 章 と同 様 に S D S - PA G E、

ウエスタンブロットを行 った。ヤギポリクローナル抗 A p o E 抗 体 （M i l l i p o r e）、ウ

サギポリクローナル抗 A p o A 1 抗 体  ( B i o  v i s i o n )を用 いて目 的 とする蛋 白 質

を探 索 した。  

2 . 5 .  統 計 学 的 分 析  

 第 Ⅰ章 に準 ずる。  
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3．結 果  

3 . 1 .  H D L、L D L / V L D L コレステロールの変 化  

 図 3 - 1 に D E S 単 回 投 与 後 の各 画 分 のコレステロール濃 度 をグラフで示 し

た。その結 果 、D E S 投 与 後 1 2  時 間 以 降 に H D L 画 分 のコレステロールが著

しく低 下 し、 4 8  時 間 後 も持 続 していた。また、 L D L / V L D L 画 分 のコレステロ

ールは投 与 6  時 間 後 でのみ有 意 に減 少 したが、その後 は C o n t r o l 群 と同 程

度 に推 移 していた。  

 

3 . 2 .  血 清 A p o E および A p o A 1 の発 現  

 血 清 H D L コレステロールが著 しく減 少 していたことから、H D L を構 成 する主

要 アポリポ蛋 白 質 の A p o A 1 及 び H D L 粒 子 の成 熟 に関 与 するアポリポ蛋 白

質 である A p o E をウエスタンブロッティングにて探 索 し、結 果 を図 3 - 2 に示 した。

その結 果 、H D L を構 成 する A p o A 1 は D E S 投 与 後 も C o n t r o l と変 化 は見 ら

れなかった。一 方 、A p o E は投 与 後 1 2 時 間 後 から著 しく減 少 し、投 与 4 8  時

間 後 も減 少 したままであった。さらに、A p o E の減 少 は、H D L コレステロールの

減 少 に一 致 していた。  
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図 3 - 1 .  血 清 H D L および L D L / V L D L コレステロール濃 度  

6 h、1 2 h、2 4 h、4 8 h は投 与 後 における血 清 中 の H D L コレステロールおよび

L D L / V L D L コレステロール濃 度 を示 す。  

白 カラムはコントロール群 （n = 3）、灰 色 カラムは D E S 投 与 群  ( n = 3 )を示 す。  

* は コ ン ト ロ ー ル 群 に 比 較 し 有 意 水 準 ( P < 0 . 0 5 ) , * * は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 に 比 べ

て有 意 水 準 （P < 0 . 0 1）を持 ってそれぞれ D E S 投 与 群 で有 意 に減 少 すること

を示 す。   

平 均 値 ±標 準 誤 差 で示 している。   
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図 3 - 2 .血 清 アポリポ蛋 白 質 、A p o E および A p o A 1 のウエスタンブロッティング  

血 清 中 のアポリポ蛋 白 質 A p o E と A p o A 1 の特 異 抗 体 を用 いて検 出 した。  

C o n t :コントロール個 体 （各 時 n = 3）、D E S：D E S 0 . 1  m g / ml 投 与 個 体 （各 時

n = 3）。6、1 2、2 4、4 8 h r は投 与 後 の時 間 を示 している。  

プローブ抗 体  

 A p o E:  ヤギポリクローナル抗 A p o E  抗 体  ( M i l l i p o r e )  

 A p o A 1 :  ウサギポリクローナル抗 A p o A 1 抗 体  ( B i o  v i s i o n )  
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4.  考 察  

 本 章 から D E S 投 与 ラット血 清 において、投 与 1 2 時 間 後 から H D L コレステ

ロールが著 しく減 少 していることが明 らかとなった。マウスでは、コレステロール

降 下 薬 のプロブコールによって血 中 のコレステロールが著 しく減 少 し、副 腎 に

おけるコレステロール合 成 が低 下 し、その結 果 、コルチコステロン合 成 が阻 害

されることが報 告 されている［ 2 0］。また、げっ歯 類 の血 中 リポ蛋 白 質 は、 H D L

が主 要 構 成 リポ蛋 白 質 であり、 H D L コレステロールはステロイド合 成 組 織 へ

の 重 要 な コ レ ス テ ロ ー ル 供 給 源 と な る 。 副 腎 へ の コ レ ス テ ロ ー ル 供 給 を 担 う

L D L 受 容 体 および H D L 受 容 体 の S R - B 1 はいずれも D E S によって発 現 が

誘 導 されていた（第 I I 章 ）ことから、副 腎 内 コレステロール不 足 に因 る代 償 性

の発 現 誘 導 であると考 えられる。このことから、本 章 で明 らかとなった D E S 投

与 による血 中 H D L コレステロールの低 下 は、副 腎 へのコレステロール供 給 を

阻 害 し、その結 果 、副 腎 内 コレステロールが減 少 し、ステロイド合 成 抑 制 が引

き起 こされたことを見 出 した。  

血 中 のリポ蛋 白 質 は、それぞれ特 異 的 な構 造 や機 能 を持 つ。リポ蛋 白 質

は、その比 重 によって、カイロミクロン、 V L D L、 L D L、H D L に分 類 され、血 中

における脂 質 の輸 送 に関 与 する。リポ蛋 白 質 の比 重 はこの順 に重 くなり、 粒

子 の 大 き さはこの 順 に 小 さ くなる。 リ ポ 蛋 白 質 は疎 水 性 のトリグ リ セリド （ 中 性

脂 肪 ） と コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル を 核 に 持 ち 、 親 水 性 の リ ン 脂 質 、 遊 離 コ レ ス

テロール、アポリポ蛋 白 質 と呼 ばれる蛋 白 質 によってこれらの表 層 が覆 われて

いる。H D L は、主 に肝 臓 や小 腸 で合 成 、分 泌 されるアポリポ蛋 白 質 A p o A 1

にコレステロールが付 加 され、未 熟 な H D L が形 成 される [ 3 6 ]。H D L は末 梢 組

織 を循 環 しながら、組 織 における余 剰 コレステロールを引 き抜 き、やがて成 熟

した H D L となり、肝 臓 に運 搬 され代 謝 を受 ける（コレステロール逆 輸 送 ）。ある

い は ス テ ロ イ ド 合 成 組 織 に 運 ば れ 、 供 給 さ れ た コ レ ス テ ロ ー ル は ス テ ロ イ ド 合

成 の原 料 となる [ 9 ]。L D L は、A p o B 1 0 0 を構 成 リポ蛋 白 質 に持 ち、コレステロ

ールを多 量 に含 み、組 織 にコレステロールを分 配 する役 割 を担 う。 L D L 受 容
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体 を発 現 する臓 器 ,主 に肝 臓 に取 り込 まれ代 謝 される。過 剰 な L D L が血 管

壁 に 蓄 積 すると、コレス テロー ルが沈 着 し、ア テロ ーム硬 化 症 を 引 き 起 こすこ

とが知 られている [ 4 ]。これら過 剰 な L D L コレステロールは H D L や血 中 マクロ

ファージによって除 去 されることが知 られている [ 9 ]。D E S 投 与 による H D L コレ

ステロールの低 下 は、このような H D L の抗 アテローム作 用 を減 弱 化 させ、アテ

ロ ー ム 硬 化 を 促 進 さ せ る か も し れ な い 。 他 の 合 成 エ ス ト ロ ゲ ン で あ る エ チ ニ ル

エ ス ト ラ ジ オ ー ル は 、 血 中 の コ レ ス テ ロ ー ル を 低 下 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る

[ 3 4 ]。D E S と同 様 に副 腎 ステロイド阻 害 をもたらす可 能 性 が示 唆 される。  

  さらに D E S 投 与 によって H D L 特 異 的 なアポリポ蛋 白 質 の A p o A 1 ではな

く、A p o E が特 異 的 に減 少 していることを見 出 した。A p o E は、肝 臓 、脳 、副 腎 、

精 巣 、卵 巣 、マクロファージなど様 々な臓 器 で合 成 されるアポリポ蛋 白 質 であ

る [ 3 5 ] 。そ の機 能 と して、 近 年 、 抗 ア テローム 作 用 が 知 られてい る [ 1 4 , 2 6 , 3 3 ] 。

A p o E 欠 損 動 物 はアテローム硬 化 症 のモデル動 物 として様 々な研 究 に用 い

られている [ 6 , 2 2 , 2 8 ]。A p o E は血 中 では、カイロミクロン、V L D L、H D L 上 に存

在 し、取 り込 んだコレステロールのエステル化 の促 進 を担 っているとされている

［4 1］。また、H D L 粒 子 が未 熟 な円 盤 状 から球 状 に成 熟 する際 にも必 要 とさ

れる [ 3 3 , 3 8 ]。さらに L D L 受 容 体 に対 して非 常 に高 い親 和 性 を持 ち、肝 臓 で

の H D L 取 り込 みにも関 与 する [ 3 5 ]。本 章 から、D E S 投 与 によって H D L コレ

ステロールの減 少 と血 清 A p o E の減 少 が直 接 リンクするかは不 明 であるが、

H D L を構 成 する A p o A 1 発 現 は変 化 せず、A p o E が特 異 的 に減 少 するのは

興 味 深 い 。こ のこ と は、 D E S 投 与 に よ っ て A p o E が 持 つ 機 能 を 消 失 さ せ 、

H D L の成 熟 を妨 げて、H D L コレステロール濃 度 を減 少 させていることは十 分

に 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 こ の こ と は 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 作 用 を 促 進 さ せ る か も し れ

ない。  

D E S 投 与 による H D L コレステロールと A p o E、両 者 の減 少 は、副 腎 ステロ

イド合 成 の阻 害 だけでなく、抗 アテローム作 用 を減 弱 させ、アテローム症 を促

進 させる可 能 性 が示 唆 される。本 章 から D E S 投 与 による影 響 は、内 分 泌 か
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く乱 だけではなく、コレステロール代 謝 においても阻 害 作 用 を持 つことを見 出

し た 。 こ の 事 実 は 近 問 題 に な っ て い る 薬 物 暴 露 に よ り 誘 導 さ れ る ア テ ロ ー

ム硬 化 について、その機 序 を考 える上 で重 要 な示 唆 を与 えるものである。  
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5.  小 活  

 中 長 期 的 な D E S 投 与 によって、副 腎 ステロイド合 成 が抑 制 されるのは、副

腎 内 でのコレステロールの減 少 に起 因 することを前 章 で明 らかにし、さらにそ

の機 序 を 明 らかに するため に、単 回 投 与 を 実 施 し、 血 中 のコ レ ステロ ー ル濃

度 、アポリポ蛋 白 質 の変 化 を探 索 した。その結 果 、D E S 投 与 1 2 時 間 後 から

血 中 の H D L コレステロールが著 しく減 少 していることが明 らかとなり、さらに投

与 ４８時 間 後 においても H D L コレステロールは減 少 したままであった。H D L 構

成 アポリポ蛋 白 質 の A p o A 1 の血 中 量 は D E S 投 与 によって変 化 が生 じてい

なかったが、血 清 A p o E は、H D L コレステロールと同 様 に D E S 投 与 1 2 時 間

後 から劇 的 に減 少 し、4 8 時 間 後 も減 少 は持 続 していた。副 腎 のコレステロー

ル供 給 に は、細 胞 内 での 合 成 と 血 中 からの供 給 の２つ が知 られ ており、げ っ

歯 類 で は 後 者 か ら の 取 り 込 み を 積 極 的 に 行 っ て い る。 血 中 か ら のコ レ ス テ ロ

ール取 り込 みには、L D L 受 容 体 や H D L 受 容 体 ( S R - B 1 )が知 られている。こ

れらは前 章 で D E S 投 与 によって発 現 が誘 導 していたことから、血 中 コレステロ

ー ル の 減 少 に よ っ て 代 償 的 に 発 現 が 誘 導 し た こ と が 示 唆 さ れ る 。 す な わ ち 、

副 腎 内 のコレステロールの減 少 は血 中 H D L コレステロールの減 少 に起 因 す

ることが示 唆 された。さらに、抗 アテローム効 果 をもつ H D L コレステロール、

A p o E の減 少 は、アテローム硬 化 を促 進 する可 能 性 も示 唆 される。 D E S 投 与

によって、副 腎 ステロイド合 成 だけでなく、さらにその引 き金 としてコレステロー

ル代 謝 への悪 影 響 が明 らかとなった。  
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第 Ⅳ 章  DES 投 与 ラット肝 における APOE 分 泌 抑 制  

 

1．序 文  

これまで D E S による副 腎 ステロイド合 成 抑 制 を明 らかにし、そのメカニズム

を探 ってきた。第 Ⅱ章 では、副 腎 ステロイド合 成 抑 制 は、副 腎 内 コレステロー

ルの減 少 に因 ることを見 出 した。内 分 泌 かく乱 物 質 による影 響 は、これまでそ

の多 くが、臓 器 特 異 的 な影 響 、例 えば、生 殖 毒 性 や神 経 毒 性 として報 告 さ

れてきた。しかし、第 Ⅲ章 から血 中 のコレステロールや A p o E といったコレステ

ロール代 謝 にも影 響 を与 えることが示 されてきた。  

肝 臓 は 、 体 内 に お け る コ レ ス テ ロ ー ル の ホ メ オ ス タ シ ス 調 節 で 中 心 的 な 役

割 を 担 っ ている。 肝 臓 で は 、 自 身 の 利 用 する コレ ステ ロ ール よりも はるかに 多

いコレステロールを合 成 、分 泌 し、末 梢 組 織 に供 給 している。そして、組 織 で

余 剰 となったコレステロールを代 謝 し、排 泄 する機 能 も併 せ持 つ。このように、

生 体 内 で の コ レ ス テ ロ ー ル ホ メ オ ス タ シ ス は 、 合 成 、 運 搬 、 代 謝 が 複 雑 に 絡

み合 いながらそのバランスを厳 密 に保 っている。  

ま た 、 肝 臓 は ア ポ リ ポ 蛋 白 質 代 謝 に お い て も 中 心 的 な 役 割 を 担 う 臓 器 で

ある。種 々のアポリポ蛋 白 質 が肝 臓 で合 成 、分 泌 されている。 D E S 投 与 によ

って血 中 から減 少 した A p o E は、他 のアポリポ蛋 白 質 と異 なり、さまざまな臓

器 で合 成 されているが、血 中 に存 在 する多 くは肝 臓 に由 来 する［ 1 4 , 3 4 ］。第

Ⅰ章 から D E S は肝 臓 に も多 く分 布 していた。本 章 では、D E S 投 与 による

肝 臓 への影 響 を A p o E の合 成 能 および分 泌 能 に焦 点 を当 て探 索 することを

目 的 とした。  
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2.  材 料 および方 法  

2 . 1．  供 試 動 物  

 第 Ⅰ章 に準 ずる。  

 

2 . 2 .  臓 器 の採 取  

 第 Ⅰ章 に準 ずる。  

 

2 . 3 .  肝 臓 のサンプル調 製  

 肝 臓 サンプルを 1 . 0  g 計 量 し、それぞれの重 量 の 4  倍 量 の 0 . 2 5  M スクロ

ース溶 液 を加 えてホモジナイズした。ホモジナイズ液 は 9 0 0  × g、1 0 分 、4  ℃

で遠 心 分 離 した後 、上 清 を 5 , 0 0 0  g、1 0 分 、4  ℃ で遠 心 分 離 し、沈 殿 をミト

コンドリア画 分 、上 清 を細 胞 質 可 溶 化 画 分 とした。  

 

2 . 4．タンパク質 定 量  

 第 Ⅱ章 に準 ずる。  

 

2 . 5 .  肝 臓 灌 流  

 第 Ⅰ章 に準 じて馴 化 させたオスラットを用 い、実 験 開 始 1 2 時 間 前 にオリー

ブオイルに溶 解 した D E S ( 0 . 1  mg / r a t )を胃 内 強 制 投 与 した．コントロールとし

て、オリーブオイルのみ 1 ml 、胃 内 強 制 投 与 した。ラットをペントバルビタール

麻 酔 下 で 開 腹 し 、 胆 管 に ポ リ エチ レ ン チュ ー ブ をカ ニ ュ ー レ ー ショ ン し、 胆 汁

を 回 収 し た 。 門 脈 に 速 や か に カ ニ ュ ー レ ー シ ョ ン 後 、 後 大 静 脈 を 開 放 し 、 前

灌 流 を流 速 3 0  ml / mi n で 1 0  分 間 行 った。肝 臓 を単 離 し、図 4 - 1 のように循

環 灌 流 した。灌 流 液 は K r e b s - H e n s e l e i t  B u f f e r ( 11 4 mM  N a C l､  5  mM  K C l､  

2 4  mM  N a H C O 3 ､  1  mM  M g C l 2 ､   2 . 2  mM  C a Cl 2 ､  1 0  mM  H E P E S､  1 0  

mM  G l u c o s e )に、牛 胎 児 血 清 を終 濃 度 5  %になるように混 合 し、9 5  %  O 2 ＋

5 5  %  C O 2 ガスをエアレーションした。灌 流 液 はインキュベーター内 で 3 7  ℃ に
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保 持 した。循 環 灌 流 開 始 を 0 分 とし、灌 流 開 始 後 から 6 0 分 目 までは 1 0  分

毎 に、以 降 は、9 0  分 後 にそれぞれ灌 流 液 を 1  ml ずつ回 収 した。  

 

2 . 6 .  ウエスタンブロッティング  

 肝 臓 の 可 溶 化 画 分 、 肝 臓 灌 流 液 を 用 い て 、 そ れ ぞ れ ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を

行 った。プロトコールは第 Ⅲ章 に準 ずる。  

 

2 . 7 .統 計 学 的 分 析  

第 Ⅰ章 に準 ずる。  
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図 4 - 1． 肝 臓 単 離 灌 流 の概 要  
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3．結 果  

3 . 1 .  肝 臓 での A p o E の合 成  

 単 回 投 与 6、1 2、2 4、4 8 時 間 後 におけるオスラット肝 臓 の A p o E のウエスタ

ンブロットの結 果 を図 4 - 2 に示 した。D E S 投 与 後 も肝 臓 では A p o E は十 分 に

存 在 し、投 与 後 6 時 間 から 4 8 時 間 で変 化 することはなかった。  

 

3 . 2 .肝 臓 の L D L 受 容 体  

 投 与 １ ２ 時 間 後 の 肝 臓 の 可 溶 化 画 分 を 用 い て 、 WB を 行 っ た 結 果 、 D E S

投 与 によって肝 臓 の L D L R は有 意 に増 加 していた。（図 4 - 3）  

 

3 . 3 .  肝 臓 からの A p o E、A p o A 1 分 泌  

投 与 1 2 時 間 後 の 肝 臓 を 用 い て 灌 流 し た 後 、 灌 流 液 中 の A p o E 及 び

A p o A 1 をウエスタンブロットにて検 出 し、その結 果 を図 4 - 4 に示 した。図 4 - 4

に示 すように灌 流 液 中 の A p o A 1 は D E S 投 与 後 も経 時 的 に増 加 していたの

に 対 し 、 A p oE は 灌 流 開 始 か ら 終 了 ま で ほ と ん ど 検 出 さ れ た か っ た 。 ゆ え に

D E S 投 与 によって肝 臓 からの A p o E 分 泌 が特 異 的 に抑 制 されていることが明

らかになった。  
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A 

 

 

B 

 

図 4 - 2． 単 回 投 与 オスラット肝 臓 での A p o E の発 現  

A．肝 臓 での A p o E および内 部 標 準 蛋 白 質 β -アクチンの W B 数 字 は

投 与 後 の経 過 時 間 を示 す。上 段 は肝 臓 での a p o E、下 段 は肝 臓 での

内 部 標 準 物 質 としてβ -アクチンを各 特 異 抗 体 にて検 出 した。  

C o n t :コントロール (各 時 、n = 3 )  

D E S : D E S 投 与 個 体 (各 時 、n = 3 )  

     B．A で検 出 されたバンドをデンシトメトリー解 析 によって定 量 した。グラ

フは、内 部 標 準 蛋 白 質 と してβア ク チ ン を 用 い 、 そ の 発 現 量 に 対

す る A p o E の 発 現 量 の 割 合 （ ％ ） を 示 す 。  

     平 均 値 ±標 準 誤 差 で 示 し て い る 。  
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図 4 - 3．投 与 １２時 間 後 における肝 臓 の L D L R  

A．単 回 投 与 １２時 間 後 における肝 臓 の WB。  

 上 段 は肝 臓 の L D L R 、下 段 は肝 臓 での内 部 標 準 物 質 としてβ - アク

チ ン を 各 特 異 抗 体 に て 検 出 し た 。 C o n t : コ ン ト ロ ー ル ( 各 時 、 n = 5 ) 、

D E S : D E S 投 与 個 体 ( 各 時 、 n = 5 ) 。 D E S 投 与 １ ２ 時 間 後 に 肝 臓 の

L D L R は増 加 していた。プローブ抗 体 抗 体 は、ニワトリポリクローナル抗

L D L R 抗 体 （ S i g m a - A l d r i c h ） 、 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 βア ク チ ン 抗

体 (A b c a m)を用 いた。  

   B．A で検 出 されたバンドをデンシトメトリー解 析 によって定 量 した。グラフ    

   は、内 部 標 準 蛋 白 質 としてβア ク チ ン を 用 い 、そ の 発 現 量 に 対 す る  

  L D L R の 発 現 量 の 割 合 （ ％ ） を 示 す 。  
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図 4 - 4．肝 臓 灌 流 液 中 の A p o E  と A p o A 1  

単 回 投 与 １２時 間 後 の肝 臓 を用 い灌 流 した灌 流 液 中 の A p o E と A p o A 1 を

示 す。P r e は未 灌 流 の灌 流 液 、数 字 は灌 流 開 始 からの経 過 時 間 を示 す。  

C o n t :コントロール ( n = 3 )、D E S : D E S 投 与 ( n = 5 )  

プローブ抗 体 ：ヤギポリクローナル抗 A p o E 抗 体 （M i l l i p o r e）  

         ウサギポリクローナル抗 A p o A 1 抗 体  ( B i o  v i s i o n )  
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4.  考 察  

 本 章 から D E S 投 与 によって肝 臓 からの A p o E 分 泌 が抑 制 されることが明 ら

かとなった 。これまで合 成 エス トロゲンによるコレステロール の低 下 は 、肝 臓 に

おける L D L 受 容 体 の発 現 が増 加 することでリガンドの A p o E が存 在 するリポ

蛋 白 質 の 取 り 込 み が 促 進 さ れ る 結 果 と 考 え ら れ て き た ［ 9 , 4 1 , 4 9 ］ 。 本 章 か ら

D E S 投 与 によって同 様 に肝 臓 の L D L 受 容 体 の増 加 が認 められたが、肝 臓

灌 流 の結 果 から、肝 臓 からの A p o E 自 身 の分 泌 が低 下 していたのは新 たな

発 見 である。細 胞 内 で新 規 合 成 された A p o E は、古 典 的 な分 泌 蛋 白 質 合

成 経 路 を 辿 り 、 分 泌 さ れる 。 小 胞 体 を 経 て ゴ ル ジ 装 置 で 糖 鎖 の 修 飾 を 受 け

た （グ リ コ シ ル 化 及 び シ ア ル 化 ） 後 、 細 胞 外 に 分 泌 さ れ る [ 3 5 , 5 8 ] 。 血 中 に 存

在 する大 部 分 の A p o E はグリコシル化 されているが、このグリコシル化 は、分

泌 に必 須 ではない。新 たに分 泌 された A p o E は、すぐに血 中 に放 出 されず、

細 胞 表 面 に 存 在 す る プ ロ テ オ グ リ カ ン に 強 固 に 結 合 し 、 細 胞 外 液 に 放 出 さ

れるのを待 つか、あるいは細 胞 内 に再 び取 り込 まれて分 解 を受 けることとなる

［2 6 , 5 2］。また、A p o E の分 泌 を調 節 する因 子 は様 々ある。核 内 受 容 体 の一

つで脂 質 代 謝 に関 与 するリガンド依 存 性 転 写 因 子 である L i v e r  X  r e c e p t o r

（L X R）のアゴニストが A p o E の分 泌 を増 加 させる報 告 がある［3 2］。また、ゴル

ジ装 置 へのコレステロールの蓄 積 は A p o E の分 泌 を阻 害 する［2 7］。A p o E 含

有 H D L 粒 子 の形 成 には、細 胞 表 面 に存 在 し、組 織 から H D L にコレステロ

ールを受 け渡 す AT P - b i n d i n g  c a s s e t t e  t r a n s p o r t e r  A 1 ( A B C A 1 )が関 与 する

報 告 がある［3 2］。D E S 投 与 によって、A p o E の合 成 は阻 害 されておらず、分

泌 機 構 の ど こ か を 阻 害 し て い る こ と が 示 唆 さ れ る 。 今 後 、 D E S が ど の よ う に

A p o E の分 泌 を阻 害 しているのかその詳 細 を明 らかにすることが期 待 される。

本 研 究 から D E S の毒 性 は、副 腎 に特 異 的 に生 じているのではなく、そのメカ

ニズムとして肝 臓 にその引 き金 があることが示 唆 される。  

 内 分 泌 かく 乱 物 質 の 多 く がエス トロ ゲン作 用 を 持 つこ とから、こ れまで 内 分

泌 器 官 や 標 的 臓 器 の生 殖 器 への影 響 が多 く研 究 されてきた。しか し、本 章
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からこれら内 分 泌 か く乱 物 質 が脂 質 代 謝 へ 影 響 を与 えることが明 ら かとなっ

て き て い る 。 脂 質 代 謝 に 関 連 し 、 近 年 、 肥 満 と 内 分 か く 撹 乱 物 質 の 関 連 が

注 目 さ れ つ つ あ る ［ 1 5 , 1 7 ］ 。 こ の よ う に 内 分 泌 か く 乱 物 質 は 、 未 だ 新 た な 問

題 を提 起 し続 けている。  

また経 口 避 妊 薬 の成 分 でもあるエチニルエストラジオールは血 中 コレステロ

ールの低 下 や A p o E の低 下 、そして肝 臓 での L D L 受 容 体 の発 現 増 加 など

を引 き起 こすことが知 られている［ 2 , 1 0 , 4 7 ］。本 研 究 から明 らかとなった D E S

の作 用 と類 似 した作 用 を持 つようである。D E S とは異 なる合 成 エストロゲン剤

は、今 日 でも経 口 避 妊 薬 や閉 経 後 やアルツハイマー病 などのエストロゲン補

充 療 法 に 用 い ら れ て い る 。 近 、 国 内 で は 、 経 口 避 妊 薬 を 使 用 し て い る 女

性 において、血 栓 症 による死 亡 割 合 が 多 いことが明 ら かとなり、行 政 機 関 に

おいても実 態 調 査 が始 まっている。  

 D E S は、現 在 、膣 腺 腫 などの生 殖 毒 性 が明 らかになり、すでに臨 床 現 場 で

の 使 用 は 禁 止 さ れ て い る 。 し か し 、 そ の 毒 性 メ カ ニ ズ ム は 未 だ 詳 細 に は 解 明

されていない。本 章 から明 らかとなった D E S の H D L コレステロール抑 制 や、

肝 臓 からの A p o E 分 泌 阻 害 は、今 後 、他 の内 分 泌 かく乱 物 質 の毒 性 メカニ

ズムの解 明 の一 助 となるだけでなく、内 分 泌 かく乱 物 質 による脂 質 代 謝 異 常

への 関 与 や合 成 エ ストロゲン 剤 に よる 血 栓 症 発 生 機 序 や ア テ ローム 硬 化 症

の解 明 にも貢 献 することが期 待 される。  
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5.  小 活  

肝 臓 は 、 コ レ ス テ ロ ー ル 代 謝 や リ ポ 蛋 白 質 代 謝 の 中 心 的 役 割 を 担 う 。 第

Ⅲ 章 では、D E S 投 与 によって、血 中 の H D L コレステロールの減 少 に一 致 して、

血 清 A p o E が減 少 することを見 出 した。H D L、A p o E のどちらも肝 臓 で主 に合

成 、分 泌 され、脂 質 輸 送 や組 織 へのコレステロールの取 り込 みに関 与 する。

血 中 に 存 在 す る A p o E の 多 く が 肝 臓 に 由 来 す る こ と か ら 、 肝 臓 に お け る

A p o E の合 成 能 および分 泌 能 を探 索 することを目 的 とした。肝 臓 での A p o E

合 成 能 と肝 臓 からの分 泌 能 を探 索 した。その結 果 、D E S 投 与 後 も肝 臓 内 に

A p o E は、正 常 に存 在 していた。しかし、肝 臓 灌 流 実 験 では、D E S を投 与 す

ると A p o E 分 泌 が特 異 的 に阻 害 されていることが明 らかとなった。血 中 に存 在

する A p o E の多 くが肝 臓 に由 来 する。これまで、合 成 エストロゲンによるコレス

テロール低 下 は、肝 臓 における L D L 受 容 体 発 現 増 加 によるリポ蛋 白 質 の取

り込 みが促 進 することによると考 えられてきた。肝 臓 からの A p o E の分 泌 障 害

によって血 中 A p o E が著 しく減 少 していたことが新 たに発 見 である。今 後 はこ

の分 泌 抑 制 機 序 の更 なる研 究 が望 まれるとともに、本 章 から、内 分 泌 かく乱

物 質 が内 分 泌 かく乱 作 用 だけでなく、コレステロール代 謝 、脂 質 代 謝 へも影

響 を 与 え るこ とが 明 ら かと な っ た 。 近 、 肥 満 と 内 分 泌 か く 乱 物 質 の 関 連 や

経 口 避 妊 薬 における血 栓 症 の発 症 が注 目 されてきており、本 研 究 は、今 後

他 の 内 分 泌 かく 乱 物 質 の 毒 性 機 序 解 明 の 一 助 となる だけでなく 、合 成 エ ス

トロゲン剤 の副 作 用 の機 序 解 明 にも貢 献 することが期 待 される。  
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総 括  

内 分 泌 か く 乱 物 質 の モ デ ル 物 質 で あ る 合 成 エ ス ト ロ ゲ ン

D i e t h y l s t i l be s t r o l ( D E S ) の毒 性 作 用 機 序 について、 E s t r o g e n 受 容 体 を介

することは明 らかであるが、その詳 細 なメカニズムは不 明 な点 が多 い。これまで、

D E S による副 腎 に関 する詳 細 な報 告 書 はほとんどなく、本 研 究 では D E S の

副 腎 への影 響 を新 たに見 出 し、その作 用 機 序 を明 らかにすることを目 的 とし

た。  

第 Ⅰ章 では、S p r a u e D a wl e y の雄 ラットを用 い、対 照 群 にはオリーブオイル

のみを、D E S 投 与 群 には、オリーブオイルに溶 解 した D E S（0 . 1 mg / ml）を 1 m l

胃 内 強 制 投 与 し、2 w 投 与 、1 w 投 与 、単 回 投 与 群 とした。投 与 1 時 間 後 、

D E S は、肝 臓 に次 いで副 腎 、下 垂 体 に多 く分 布 していた。1 w および 2 w D E S

投 与 群 では、副 腎 重 量 、副 腎 乾 燥 重 量 、総 蛋 白 質 量 が増 加 し、副 腎 組 織

の腫 大 を見 出 した。さらに 2 w D E S 投 与 副 腎 組 織 中 の束 状 帯 および網 状 帯

領 域 の肥 大 が観 察 され、束 状 帯 領 域 の細 胞 内 空 胞 の小 型 化 が観 察 された。

このことから、副 腎 は D E S の主 要 な標 的 臓 器 となり、組 織 学 的 な変 化 から副

腎 機 能 への影 響 が初 めて示 唆 された。  

第 Ⅱ 章 で は 、 D E S 投 与 に よ っ て 副 腎 の ス テ ロ イ ド 合 成 阻 害 を 見 出 し た 。

1 w 投 与 群 では、血 中 及 び副 腎 内 コルチコステロン濃 度 が減 少 し、コルチコ

ステロン合 成 中 間 生 成 物 量 も減 少 していた。血 中 のコルチコステロンの低 下

によって血 中 A C T H 濃 度 の上 昇 が予 測 されたが、 D E S 投 与 によって血 中

A C T H や下 垂 体 A C T H 合 成 因 子 の P O M C mR N A は誘 導 されていなかった。

副 腎 が 腫 大 す る 疾 病 と し て 先 天 性 副 腎 過 形 成 症 が 知 ら れ て い る 。 こ れ は 、

St A R や P 4 5 0 s c c の変 異 によって引 き起 こされることが知 られ、深 刻 なステロイ

ド 合 成 障 害 を 特 徴 とする。 そ のため 、 次 に 副 腎 コルチコ ス テ ロン 合 成 調 節 に

関 連 するタンパク質 （St A R、P B R）の発 現 を探 索 したが、D E S 投 与 によってい

ずれも発 現 抑 制 は受 けていなかった。また、コレステロールからステロイド合 成

の前 駆 物 質 であるプレグネノロンへ変 換 を媒 介 する酵 素 P 4 5 0 s c c が知 られ、
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D E S の投 与 を受 けた精 巣 ではこの酵 素 の活 性 や発 現 が阻 害 されることを報

告 してきたが、副 腎 では D E S 投 与 後 も P 4 5 0 s c c の酵 素 活 性 は阻 害 を受 けて

いなかった。一 方 、血 中 からのコレステロール取 込 みに関 与 する L D L 受 容 体

や H D L 受 容 体 は、D E S 投 与 によって発 現 が誘 導 されていたにも関 わらず、

副 腎 皮 質 の脂 質 や コレステロールが減 少 していることが明 らかとなった。ゆえ

に 副 腎 ス テ ロ イ ド 合 成 の 抑 制 は 、 原 料 と な る コ レ ス テ ロ ー ル の 減 少 に 起 因 す

ることが判 明 した。  

第 Ⅲ章 では、副 腎 におけるステロイド合 成 のためのコレステロール供 給 は、

血 中 からの取 込 みによるものが多 い。そのため、血 中 のコレステロールを測 定

した。D E S 単 回 投 与 群 では、D E S 投 与 1 2 時 間 後 から血 中 H D L コレステロ

ールが減 少 し、さらに、血 清 中 の A p o E が減 少 していたことが分 かった。一 方 、

H D L 構 成 アポリポ蛋 白 質 の A p o A 1 は D E S 投 与 後 血 中 で変 化 しておらず、

A p o E 特 異 的 な D E S の影 響 が示 唆 された。これらの結 果 から、副 腎 内 コレス

テロールの減 少 は H D L コレステロールが減 少 し、血 中 からの供 給 不 足 が原

因 であることが分 かった。  

第 Ⅳ章 では、血 中 に存 在 する A p o E の大 部 分 は肝 臓 からの分 泌 由 来 す

る こ と か ら D E S 投 与 後 の 肝 臓 へ の 影 響 を 調 べ た 。 そ の 結 果 、 肝 臓 内 で の

A p o E の減 少 は認 められなかった。しかし、肝 灌 流 実 験 から D E S ラット投 与 肝

では A p o E の分 泌 が抑 制 されていることを見 出 した。  

以 上 の結 果 、本 研 究 から D E S 投 与 により  

１） 副 腎 でのステロイド合 成 が抑 制 されることを見 出 し、それは血 中 H D L

コレステロールの低 下 に因 ることを見 出 した。  

２） このコレステロールの低 下 の原 因 は、血 中 の A p o E が減 少 すること、

さらに、それは肝 臓 からの分 泌 抑 制 で因 ることを見 出 した。  

副 腎 で産 生 されるステロイドは、胎 児 や新 生 児 の成 長 や発 達 だけでなく、

陣 痛 や出 産 にも重 要 な役 割 を担 う［ 6 , 1 9 ］ことから、 D E S によって引 き起 こさ

れ る 慢 性 的 な コ ル チ コ ス テ ロ ン の 低 下 は 、 内 分 泌 恒 常 性 を 撹 乱 し 、 ス ト レ ス



60 
 

抵 抗 性 を減 弱 化 させる可 能 性 がある。成 熟 動 物 を用 いた本 研 究 では、 D E S

による直 接 的 な影 響 を明 らかにすることに成 功 した。明 らかとなった副 腎 のス

テ ロ イ ド 合 成 抑 制 と コ レ ス テ ロ ー ル 減 少 は 今 後 、 妊 娠 動 物 や 胎 児 に お け る

D E S 毒 性 のメカニズムを探 る上 で重 要 な証 明 となることが期 待 される。  

また、D E S 投 与 によって血 中 で減 少 していた H D L コレステロールや A p o E

は、どちらも抗 アテローム作 用 をもつ因 子 と知 られている。 D E S 投 与 によって

こ の 抗 ア テ ロ ー ム 作 用 が 減 弱 さ れ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ る 。 さ ら に 、 肝 臓 か ら

A p o E 分 泌 阻 害 は、D E S がコレステロール代 謝 の根 幹 を担 う肝 臓 へ影 響 を

及 ぼしている証 拠 である。このように、D E S が本 研 究 から副 腎 毒 性 だけでなく、

その原 因 となる脂 質 代 謝 異 常 を引 き起 こすことが示 された。近 年 、内 分 泌 か

く乱 物 質 を原 因 と する健 康 被 害 は生 殖 毒 性 以 外 に 肥 満 との関 連 が 指 摘 さ

れてきている。また、 近 、合 成 エストロゲン剤 による血 栓 症 リスクが懸 念 され

ている。本 研 究 で明 らかとなった D E S によるコレステロール代 謝 撹 乱 は上 記

健 康 被 害 いずれとも関 連 の深 いものであり、今 後 さらなるメカニズムの解 明 が

期 待 される。  
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