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第1章　 緒 言

担 癌 生体 とホルモ ンの関連性 につ い て は, Beats

on1)が 乳癌末期患者の両側卵 巣摘 除によ り癌の発育

が抑制 され ることを見 いだ し,実 験 的には去勢や性

腺移植が マウスの乳 癌 発 生 に 与 え る影 響 を み た

Loeb2)の 研究を もつて は じま る,担 癌 動物 で は ス

テ ロイ ドの代謝 に異常がみ られ るとい うことが知 ら

れてい る, Keller3)は 副腎に おけ る代謝異常を指摘

し, Begg4)はWalker carcinomaやJensen sarcoma

移植 ラ ッ トの副腎にステ ロイ ド代謝異常の存在す る

ことを報告 し,山 本5)6)は癌組織 お よび その副腎,

肝な どにお けるcholesterolのcatabolismに 異常 が

あることを報告 している.

私 は第1編 でEhrlich腹 水癌腫瘤 にふ くまれてい

る低密度 リポタンパ クの脂質について報告 したが,

本論文 では,こ の低密度 リポタ ンパ ク(以 下LDL

と略す)に 含まれ るsteroidの 状態 につ い て,3H-

cholesterolを使用 し, cholesterolお よび そのmeta

boliteのLDL内 におけ る分 布につ いて担癌 マウス

と正常マ ウス とを比 較検討 しその代謝について推論

を加えた.

第2章　 実験 方法

1) 実験動物:dd系 雄マ ウス(藤 井医化 学 試 験

動物取扱所 より購入)生 後3～4週 で,体 重15gr前

後の ものを使用 し,飼 料 はオ リエンタル酵母工業株

式会 社の実験動物用 固形飼料を使用 した.実 験 にも

ちいた腫瘍は岡山大学癌源研究所 よ り分 与 され た

Ehrlich腹 水癌細胞で, JTCll8)とし て 株 化された

もので ある.こ の腫 瘍細 胞をdd系 雄マ ウスの背部

皮下 に, 1匹 あた り約500×104個 を移植 し, 10日 後

腫瘤が 示指頭大か ら栂指 頭大になう た ものを使用 し

た.

2) 実 験 材 料:正 常 マ ウス お よ び担 癌 マ ウ ズ は,

と もに 同 日生 れ の もの で そ の 血 清 お よ び肝 を 使 用 し

た.

放 射 性 コレ ス テ ロ ール は,住 友 化学 原 子 力 研 究 所

に て,コ レス テ ロー ル に トリチ ウム ガ ス接 触 法 で ト

リチ ウ ムを 置換 して作 製 され た3H-cholesterolを 使

用 した.

cholesterolは 和 光純 薬 株 式 会 社 よ り購 入,

pregnenolone (△5-pregnen-3β-ol-20-one) progeste

rone(△4-pregnen-3, 20-dione)は 東 京 化 成 工 業 株 式

会 社 よ り購 入.

11-deoxycorticosterone (△4-pregnen-21-ol-3, 20-di

one) corticosterone (04-pregnen-11β, 21-diol-3, 20-

dione)は 塩 野 義研 究 所 よ り提 供 され た も の を 使 用

した.

Kiesel-Gel H nach stahlはMerck社 よ り購 入 し

た もの を 使 用 し,そ の 他 の 試 薬 は すベ て試 薬 特 級 を

使 用 した.

3) 実 験方 法

3H-cholesterol, specific activity 107μc/mg, 5mg

を エ タ ノー ル0.4mlに 溶 か し,生理 食 塩 水50mlに

加 え, emulsionと した.こ の溶 液0.5mlを マ ウス腹

腔 内 に注 入, 1匹 平 均3H-cholesterol 50μgを 注 入

した.注 入 後12時 間 経 過 した マ ウス か ら ク ロロ ホル

ム麻 酔下 に,血 清 お よび 肝 を と り,そ の ホモ ジ ネ ー

トの10×104×g上 清 よ り硫 酸 デ キ ス トラ ン沈 澱 法

を も ちい て,第1編,第2章,第4節 で のベ た方 法

に した が いLDLを 分 離 した.

4) 脂 質 抽 出, LDLの20倍 量 の エー テル:エ タ ノ

ール(1:3v/v)で 脂質 抽 出 を お こな つ た 後, 50゜C,

 N2ガ ス下 に蒸 発 乾 固 させ,得 られ た 脂 質 は ク ロロ

ホ ル ムに 溶解 し実 験 試 料 と した.
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5) ス テ ロ イ ド分 離 法

マ ウ ス腹 腔 内へ の3H-cholesterol注 入 に よ り産 出

され たcholesterol代 謝 物 質 の分 離 は, pregnenolne,

 progesteroneお よ び11-deoxycorticosteroneの 純 品

を併 用 し,薄 層 ク ロマ トグ ラ フィ ー で お こな つ た.

Ⅰ) 固定 相: Merck製Kiesel Gel Hを も ち い,

 20×20cmの 薄 層 板 に500μ の厚 さの薄 層 を作 成 し,

 105℃, 2時 間加 熱,活 性 化 した直 後 の もの を 使 用

した.

Ⅱ) 展 開 材 料: 4)に よ り得 た ク ロ ロホル ム溶 解

実 験 試 料 をmicrosyringeに て30μlづ つ 薄 層 板 下 縁

か ら2.5cmの 位 置 に1cmの 線 状 にspotし た.

Ⅲ) 展 開 溶 媒: Neher7)の 方 法 で, cyclohexane,

 ethyl acetate, ethanol(45:45:10)を も ち い た,

薄 層 の 展 開 に 先 だ ち,展 開 槽 を展 開 溶媒 で,室 温 に

て 約1時 間 飽 和 させ た.展 開 に は約45分 を要 した.

Ⅳ) 発 色:展 開 後5%リ ンモ リブ デ ン酸 エ タ ノー

ル 溶 液 を 噴 霧 し, 100℃, 20分 間 加 熱 して 各 物 質 を

発 色 させ,展 開 部 位 を 明 確 に し,各 物 質 の相 当部 位

の 薄 層 を ミク ロ スパ ー テ ル で 削 り落 して カ ウ ン ト測

定 に 供 した.

Rf=0.53～0.60ま で にpregnenoloneとprogeste

roneの 展 開 部 位 を 認 め, Rf=0.38～0.41に11-deo

x ycorticosterone, Rf=0.23～0.26にcorticosterone

の 展 開 部 位 を 認 め た.こ れ らの展 開 部位 の薄 層 を削

り落 し,薄 層 に含 有 され る ステ ロイ ドを各 々酢 酸 エ

チル10mlで 溶 出 した.室 温 に て 約30分 を要 した.

つ い で 更 に 物 質 の 分 離 を 明確 に す る 為 に, Carrier

と して 各 試 料 に各 々相 当 す る純 品0.5mgを 加 え,

薄 層 上 に ス ポ ッ トし, chloroform: ethanol (90:10

v/v)の 溶 媒 で 再 度 ク ロ マ トグ ラ フ ィー を お こな つ

た.こ の展 開 分離 に よ り, progesteroneはRf=0.73

～0.75に, pregnenoloneはRf=0.58～0.62に 存 在

し両 者 は完 全 に分 離 され た.こ れ らの 薄 層 に 紫 外 光

線2537A (NIKKO SEKIEI WORK Model LS-DI)

を照 射 して展 開帯 を 明確 に し,相 当部 位 の 薄 層 を 削

り落 し,ス テ ロイ ドを抽 出 しその 中に 含 ま れ るア イ

ソトー プ含 有 量 を測 定 し た.

6) 放 射 能 測 定 法:薄 層 クロ マ トグ ラ フ ィー よ り

削 り落 され たKiesel Gel Hの 粉 末 にエ タ ノー ル10

mlを 加 え,試 料 を エ タ ノー ル に 溶 出 さ せ, 4番 の

ガ ラス フ ィル タ ーで 濾 過 し,エ タ ノー ル を 窒 素 ガ ス

にて1mlに 濃 縮 す る,そ れ に4mgのPPO(2, 5

- diphenyl oxazole)と100mgのPOPOP(1, 4-bis-2-

(5-phenyl oxazolyl)-benzene)を トル エ ン1.01に 溶

解 して作成 された シンチ レー シ ョン・ カウンター用

溶液15mlを 加えPackard Tri-Carb 3365液 体 シン

チ レー ションカ ウンターで5分 間 カウン トして放射

能 を測定 した.

第3章　 実験 成績

第1表 および第2表 は正常 マ ウス に お い て3H-

cholesterol腹 腔 内注入後血清 および肝 に とり込 まれ

る速度 とその代謝状態を経時的 に観察 し,そ のカウ

ン ト数 をcpmで 表 わ した もので あ る.第1図 およ

第1表　 3H-cholesterol metabolites in SERUM

(cpm/0.1ml serum)

第2表　3H-cholesterol metabolites in LIVER

(cpm/0.1g wet tissue)

第1図　 3H-Cholesterol Metabolites in Serum



担 癌マ ウスの低密 度 リポタンパ ク質に 関す る研究　 189

び第2図 は第1表 お よび 第2表 の 数 値 を ヒス トグ ラ

ム で表 わ した もので あ る.血 清 で は,注 入10分 後 は

cholesterol freeが 総 コ レス テ ロ ール の74%を 占め,

 metabolitesは8%で あ るが30分 後 か ら2時 間 の 間

でcholesteryl esterが33%と 増 加 し, metabolitesも

24%に 増 加 してい る. 6時 間 以 後 で はcholesteryl

 esterが 約37% metabolitesが 約20%と な り安 定 した

状 態 とな つ て い る.肝 で は 注入10分 後 でcholesterol 

freeが 総 コ レス テ ロー ル の93%を 占 め, metabolites

は8%で あ るが30分 か ら2時 間 の 間 で, cholesteryl

 esterが22%と 増 加 し, metabolitesは63%に 増 加 し

て い る. 6時 間 か ら12時 間 後 でcholesterol esterは

約28%と な りmetabolitesは 約40%と な つ て い る.

以 上 の 結果 か ら3H-cholesterolを 腹 腔 内に 注 入 して,

血 清 お よび 肝 に と り こま れ,そ の 代 謝 状 態 を 観 察 す

るに は注 入 後6時 間 以 後 の 状態 が適 して い る もの と

考 え3H-cholesterol注 入 後 のLDLを 分 離 す る時 間

的指 標 と した.

第2図　3H-Cholesteel Metabolites in Liver

第3表 は正 常 マ ウ ス と担 癌 マ ウス にお け る血 清 へ

の3H-cholesterolの と り こみ をcpmで 表 わ した も

の で あ る.正 常 血 清 で はcholesteryl ester は34%

 cholesterol freeは66%で,そ のmetabolitesは22%

で あ る.担 癌 血 清 で はcholesteryl esterは37%,

 cholesterol freeは63%で,そ のmetabolitesは43%

で あ る.す な わ ち 担癌 血 清 に おい て正 常 血 清 の2倍

のmetabolitesを 示 して い る. esterとfreeと の 間

に は正 常 と担 癌 の 差 は 認 め られ な い.

第3表 3H-cholesterol mebabolites (12 hrs. after)

(cpm/0.2ml serum)

第4表 3H-cholesterol metabolites(12 hrs. after)

(cpm/1g wet tissue)

第4表 は3H-cholesterolの 肝 へ の と りこ みをcpm

で表 わ した正 常,担 癌 の比 較 で あ る.正 常 肝 で は

cholesteryl esterは10%, freeは90%で,そ のmet

abolitesは25%で あ る.担 癌 肝 で はesterが12%で

正 常 肝 との 著 明 な差 異 はな い が, metabolitesは32%

で血 清 に お け る と同 様 に 担 癌 マ ウス に お い てmeta

bolismの亢 進 が 推察 され る.

第5表 3H-cholesterol metabolites in LDL

(cpm/1 mg protein)

第5表 は血 清LDLに お け る正 常 と担癌 の比 較 を

cpmで 表 わ し た も ので あ る.正 常血 清LDLで は,

cholesteryl esterが74%, freeが26%を 占 め,そ の

metabolitesは13%で あ る.す な わ ち血 清LDLに お

い て はcholesteryl esterが 正 常 よ り担癌 で やや 減 少

(10%)し て い るが, metabolitesで は 担 癌 が 正 常

の2倍 以上 を示 し,第3表 に示 した 血 清 に お け る

metabolitesと 同様 にmetabolismの亢 進 が 推 察 され

る.

第6表 は肝LDLに お け る正 常 と 担 癌 の 比 較 を

cpmで 表 わ した も ので あ る.正 常 肝LDLで は,
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cholesteryl esterが17%, freeが83%を 占 め,そ の

metabolitesは10%で あ る.担 癌 肝LDLで は, ester

が30%%, freeが79%を 占 め,そ のmetabolitesは23

%で あ る.す な わ ち肝LDLで はcholesteryl ester

が正 常 よ り担癌 で約2倍 の増 加 を 示 し, metabolites

で も担癌 が正 常 の2倍 以 上 を 示 して い る.

第6表 3H-cholesterol metabolites in LDL

(cpm/1mg protein)

考 按

cholesterolの 合 成 は 主 と して 肝 で お こ な わ れ,

 lipoproteinと して血 中 を 移動 す る が,そ の 大 部 分 は

エ ス テ ル化 され た状 態 で1, 019～1, 063の 密 度 を もつ

LDLに 存 在 す る9)と 言 わ れ て い る.本 実 験 で は第

5表 に示 す ご と く正 常 マ ウ ス血 清LDLで は, chol

eateryl esterは 総 コ レス テ ロール の74%を 占 め,担

癌 で は63%を 占め て い る,こ れ を 第3表 の血 清 中の

エ ス テル 型 と比 較 す る と,正 常 マ ウス血 清 中で エ ス

テル 型 は34%,担 癌 マ ウ ス血 清 中 で37%で あ り大 部

分 が エ ス テル 化 され た 状態 でLDL中 に存 在 す る こ

とを 裏 づ けて い る と考 え られ る.

cholesterolのsteroid hormoneへ の転 換 過 程10)11)

につ い て 考 察 して み る と,第5表 に示 す ご と く血 清

LDLで は 担癌 血 清LDLに お い てpregnenolone,お

よびprogesteroneは,注 入 し た3H-cholesterolの

5.2%で,こ の 値 は 正 常 白 清LDLの3倍 以 上 で あ

る. DOCは4.7%で や は り正 常血 清LDLの3倍 以

上 で あ り,corticosteroneで は 担 癌血 清LDLは3.3

%%で 正 常血 清LDLの 約4倍 を示 して い る.ま た,

第6表 に 示 す肝LDLで は,担 癌肝LDLに お い て

pregnenoloneお よ びprogesteroneは13.5%で 正 常 肝

LDLの2倍 以 上 で あ り, DOCで は6.4%で 正 常 肝

LDLの3倍 以 上 で あ る. corticosteroneで は3.3%

で 正 常 肝LDLの2倍 以 上 とな つ て い る.以 上 の ご

と く担 癌LDLに 含 有 され るcholesterol metabolites

は 主 常LDLに 比 較 して 血 清,肝 と もに2～3倍 の

値 を示 し,担 癌マ ウ スに お け るchoestero1 metaboli

smの亢 進 が 推 察 され る.第3表 に 示 す 血 清 のchol

esterol metabolitesは 担 癌 血 清 がcorticosteroneお よ

びpolar steroidに お い て 正 常 血 清 の3～4倍 の

metabolitesを 示 して い るが, pregnenolone progeste

roneお よびDOCに は著 明 な 差 は 認 め られ な い,第

4表 に示 す 肝 のcholesterol metabolitesでは,担 癌

肝 がpregnenolone, progesteroneお よ びpolar steroid

に お いて 正 常 肝 よ りや や 高 い 値(0.8%)を 示 す が,

 DOCお よ びcorticosteroneで は 殆 ん ど 差 が な い.

この こ とは,第5表,第6表 の 実 験 結 果 か ら考 え て,

 LDLがcholesterol metabolitesの 血 中 移 動 に 関 与 す

る重 要 なfactorに な つ て い る こ とを 示 す もの と考

え る.

結 語

low density lipoprotein中 のsteroidに つ い て,

 Ehrlich腹 水 癌 移 植 雄 マ ウ スの 腹 腔 内 に3H-cholest

erolを 注入 し,血 中,肝 の24時 間 まで のsteroid me

tabolitesの 状 態 を 調ベ た と ころ6時 間以 後 で は安 定

した 状 態 を 示 した.そ こで12時 間後 の血 中 お よ び肝

のLDLをdextran sulfate precipitation method12)13)

に よ め分 離 し,そ の 中 のsteroidの 分 布 を 調ベ 正 常

マ ウ スLDLと 担癌 マ ウスLDLた つ い て 比 較 検 討

した.

1) 担癌 マ ウ ス 血 清LDLのcholesteryl ester対

cholesterol freeは, 63:37で 血 中cholesterolの 大

部 分 がesterの 状 態 でLDLに と り こま れ て い るが,

このcholesteryl ester/cholesterol freeの 比 は正 常 マ

ウス血 清LDLと の間 に有 意 の差 は認 め られ な い.

2) 血 清LDLに お け るcholesterol metabolitesは

担 癌血 清LDLが 正 常 血 清LDLよ り3～4倍 の

metabolismの亢 進 が み られ た.

3) 肝LDLに お け るcholesterol metabolitesは 担

癌 肝LDLが 正 常 肝LDLよ り2～3倍 のmetaboli

tesの亢 進 がみ られ た.

4) cholesterolのsteroid hormoneへ の 転 換 過 程

で は, pregnenolome, progesterone, DOCお よびco

rticosteroneへ の代謝において担 癌 卑 清LDLに お

ける代謝 は,すベ ての代謝過 程にお い て 正 常 血 清

LDLの3～4倍 の値を示 してい る.,

5) 肝LDLに お けるsteroidへ の 代謝過程で は,

担癌肝LDLが 正常肝LDLの2～3倍 の値 を示 し,

担癌体のsteroidへ の代謝の亢進 が考 えられ る.
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稿 を終 るにあた り御 指導,御 校閲を賜わつた田中

早苗教授,山 本泰久講 師に深甚の謝意を表します.

(本論文 の要 旨は第5回 ステ ロイ ド班研究会 お よ

び第40回 日本生化学会総会で発表 した)
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Low density lipoprotein in Ehrlich tumor bearing mice was studied on the cholesterol con

version to steroid hormone in serum and liver, and which were compared with those of normal 

mice by means of thin-layer chromatography and radioactivity. 3H-cholesteryl ester was comp

letely formed by 6 hours after the 3H-cholesterol administration from peritoneal cavity. The

 most part of the cholesterol was esterified and incorporated into lipoproteins. 

The metabolic processes were studied in Ehrlich ascites carcinoma bearing mice. The cho

lesterol conversion to steroid hormone in tumor bearing mice L D L was elevated twice to 

four times than the normal.


