
Title ヒト前立腺肥大症組織の腺上皮および間質における男性
ホルモン受容体と5α-リダクテース活性について

Author(s) 大石, 賢二; 岡田, 謙一郎; 吉田, 修; ROMIJN, J.G.; BOLT de
VRIES, J.; SCHRODER, F.H.

Citation 泌尿器科紀要 (1985), 31(5): 785-790

Issue Date 1985-05

URL http://hdl.handle.net/2433/118493

Right

Type Departmental Bulletin Paper

Textversion publisher

Kyoto University

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Kyoto University Research Information Repository

https://core.ac.uk/display/39248672?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


785

泌尿紀要31巻5号

1985年5月,

ヒ ト前立腺 肥大症組織 の腺 上皮 お よび間質 にお け る

男性 ホルモ ン受容体 と5α 一リダクテース活 性 につい て
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大 石 賢 二
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   ANDROGEN RECEPTOR AND 5a-REDUCTASE ACTIVITY IN 

  THE EPITHELIUM AND THE STROMA OF HUMAN BENIGN 

              PROSTATIC HYPERPLASIA 

 Kenji  Oism, Kenichiro  OKADA and Osamu YOSHIDA 
            From the Department of Urology, Faculty of Medicine, Kyoto University 

                           (Director : Prof. 0. Yoshida) 

 J. C.  ROMUN J. Bolt de VRIES and F. H. SCHRODER 
From the Department of Urology, Faculty of Medicine, Erasmus University Rotterdam, The Netherlands. 

                            (Director: Prof. F.H. Schroder) 

   An average of  20  x  106 nucleated cells were obtained from 1 g tissue of human benign 

prostatic hyperplasia by mechanical separation technique. Of these cells, 96.2 % showed acid 
phosphatase activity and this was 10 times higher than the remaining stromal fraction on 
a protein base. 

   The total activity of 5a-reductase was 81 times higher in stroma than epithelium and the 
total activity of 3  (/3 )-oxidoreductase was 29 times higher in stroma. 

   Androgen receptor amount measured in total tissue, epithelium and stroma were 100, 29 
and 62 fmol R1881/mg DNA, respectively. 

   These results suggest that androgen metabolism takes place mainly in the stroma of 
human BPH tissue, and that BPH is probably the disease of prostatic stroma. 

Key words: BPH, Cell separation, Androgen receptor, 5a-reductase

ま え が き

前立腺組織の器官発生においては,ア ン ドロジ ェン

の存在 と間質組織 の作用が必須である ことはす でに 明

らかに されてお り1・2),いっぼ う,ヒ ト前立 腺肥 大症

に おいては,傍 尿道腺組織が間質 との関連 を保 ちつつ

増生 し,結 果的に前立腺肥大症結節へ と導かれ ること

も知 られている3).さ らに5α 一リダ クテースは,前 立

腺 肥大症組織 では,正 常前立腺組織お よび,前 立腺癌

組 織 よ りも活性が高 く,組 織培養で得 られ た線維芽細

胞中の5α 一リダ クテース活性は,前 立腺 肥大症の線維

芽細胞では前立腺癌組織お よび正常前立腺組 織のそれ

よ りも高い ことが 報告 され て いる4・5).

この ように,上 皮 と間質 の相互関係は,前 立腺組織

の誘導 と前立腺 肥大症 の発生 の制禦において きわ めて

重要であ るが,こ の関係を よ り深 く理 解す るために は,
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上皮 と間質の特性 をそれぞれ さらに詳細に研究す るこ

とが必要であ る,

われわ れは,前 立腺肥大症組織を上皮 と間質に分離

す る簡単 な方法 を開発 し,そ の分離 された上皮 と間質

を用 いて男性 ホルモ ン受容体な らびに5α 一リダクテー

ス活性 を検索 した ので報告す る.

対 象 と 方 法

上皮 と間質の分離

前立腺 肥大症組織 を上皮 と間質に分離す る方法につ

いてはす でに報告 したが6),以 下簡単 に説 明す る.手

術的に得 られた ヒ ト前立腺肥大症組織を,ハ サ ミを用

い,直 径2mm以 下に細切 し,そ の組織 を用手的に

圧搾 したのちつぎに述べ るよ うな方法 で上皮 と間質に

分離 した.ま ず5分 間 の静置ののち,上 皮細胞 と血 球

細胞 とを含む上清 を30分 間静置 し,上 皮細胞を沈澱 さ

せ,主 に血球細胞を含む上清を分離 した.間 質を含む

沈澱物 よ り上皮をで きるだけ除去す るために,組 織細

切機(MickleLab.EngineeringCo。England)に

て直径0.5mm以 下 に細切 し,100μmの ナイ ロンガ

ーゼを用い て濾 過 し
,フ ィルター上に残 った組織を間

質組織 とした(Fig.1).こ れ らの操作は4℃ 以下に

冷 却 した培養液中 〔Eagle'sMinimalEssentialMe-

dium(MEM)十10%FetalCalfSerum(FCS)〕

に おいてお こな った.

得 られた上皮細胞をIO"'2モ ルのSodiumethylene

diaminctetra-aceticacid(EDTA,Merck,West

Germany)を 含 み,Ca++,Mg++を 含 ま な い リ ン酸

緩 衝 液 中 に 浮 遊 させ,10分 間,37℃ に 放 置 し,得 ら

れ た細 胞 浮 遊 液 を血 球 算 定 盤 に て計 数 した.生 細 胞 比

率 はtrypanblueを 用 い て 測 定 した7).

上 皮 細 胞 中 の 酸 性 フ ォス フ ァ テ ー ス の 染 色 法 は

Serranoら の方 法8)に 従 った.

酸性 フ ォス フ ァテ ー ス の定 量 的 測 定 は次 の ご と くお

こな っ た.上 皮 部 分 は0.05モ ル の酢 酸緩 衝 液 に 浮 遊 さ

せ た もの を用 い,間 質 部 分 は液 体 窒 素 内 に て凍 結 させ,

Micro-dismembratorに て 粉 砕 し(45分 間,M三cro-

dismembratorB.BraunMeisungenCo,type853

062),両 部 分 を 超 音 波 に て さ らに 処 理 し(MSE150

wattUltrasonicDisintegrator),こ れ を25,0009

で30分 間 遠 沈,上 清 を 採 取 し,サ ンプル と した.サ ン

プ ルを フ ォス フ ォ リル コル ン と反応 させ,遊 離 した無

機 リンの 量 を 測 定 し,酸 性 フ ォス フ ァテ ース の 活 性 と

した9)(PhosphorusAuto/Statkit,PierceChe-

mica1Co.).

DNA,RNAお よび 蛋 白質 の測 定 は,両 部 分 を,

1規 定 のNaOHに て 液 化 した の ち,そ れ ぞ れ,

GilesandMyersio),Mijbauwii)andLowry12)の

方 法 で測 定 した.

5α一リダ クテ ー ス活 性

5α一リダ クテ ー ス活 性 の 測 定 は,上 皮 部 分 と間 質 部

分 を それ ぞれ 凍 結 紛 砕 の の ち,pH7に て,NADPH

Standardseparationtechnique

BPHtissue
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産 生 系 と と もに,3H・ テ ス トス テ ロ ンを反 応 させ,産

生物 を 抽 出 した の ち,代 謝 産物 を シ リカ ゲ ル の薄 層 ク

ロマ トグ ラ フ ィーに て分 離 し,液 体 シ ンチ レー シ ョ ン

カ ウ ンタ ーに て 比活 性 を測 定 した5).

男性 ホ ル モ ン受 容体

男性 ホ ルモ ン受容 体 の測 定 は,上 皮 部 分 と間質 部 分

をそれ ぞれ 凍 結 紛砕 の の ち,緩 衝 液(2mmol/l・

phosphatebuffer(pH8)十1g/1・heparin)を 加

え,1時 間放 置 した の ち,100,0009・30分 に て 遠 沈

し,上 清 を サ ンプ ル と した.こ の上 清 を10℃ で20

時 間,3H-R1881の みか,ま た は100倍 のR1881の

存 在 下 で反 応 させ,活 性炭 で遊 離 の ス テ 戸イ ドを 吸 着

の の ち,寒 天 ゲ ル電 気 泳 動.硫 酸 プ ロタ ミ ン沈 降 法,

また は 蕪 糖 勾 配遠 沈 法 に て,定 量 的に 男 性 ホル モ ン受

容体 を分 析 した13).

結 果

上皮 と間 質 の分離

Table1に 示 す よ うにBPHlgあ た り約20×106

787

個 の 有 核 細胞 が得 られ た.そ して この96.2%の 細 胞 に

酸 性 フ ォス フ ァー テ ー スの 活 性 が証 明 され,ま た 赤 血

球 の 混 入 も少 な く,生 細 胞 の比 率 も 高 い 結 果 が 得 ら

れ た.

上 皮 細 胞 お よび 間 質 よ り測 定 され た 蛋 白量,RNA,

DNAをTable2に 示 した.蛋 白 は上 皮 部 分 に3.2

%,間 質 部 分に66%,RNAは 上 皮 部 分 に5.3%,問

質 部 分 に48%,ま た,DNAは 上 皮 部 分 に16%,間 質

部 分}c77%o回 収 され た.酸 性 フ ォス フ ァテ ー ス活 性 は

間 質部 分に は上 皮 部 分 に 比 べ 約10分 の1の 活 性 が 認 め

られ,両 部分 の酸 性 フ ォス フ ァテ ー ス活 性 か らみ て も

上 皮 細 胞 と間 質 の分 離 は効 率 よ くお こなわ れ た といえ

る.

5α一リダ クテ ース活 性

5α一リダ クテ ース活 性 お よび3α(β)一 オ キ シ ドリダ

クテ ー ス活 性 はTable3に 示 す とお り,上 皮 に おい

てそ れ ぞれo.6nM/mgprotein/hour,o・36nM/mg

proten/hourで あ り,間 質 に お いて は そ れ ぞ れ2.4

nM/mgProtein/hour,o.54nM/mgProtein/hourで

Table1. IsolationofepitheliumfromtissueofhumanBPH

(n=15)

Nucleatedcells

(×106/9)

RBC

(x10『/9)

Viabilityof
Nucleatedcells

(%)

Acidphosphatase
PositivecellS

(%)

average 22.5±9.0 0.62±0.41 94.5±4.8 96.3±1.7

range 7.5～34.6 0.01～1。22 78.2～98.7 92,8～98.了

Table2.Recoveryofprotein,RNAandDNAinseparatedepithelial

cellsandstr・ma・fBPH(average・f3experiments)

(averageof3experiments)

t◎taltissue epithelium stroma

No.ofcells

(106/goftissue)

protein
(mg/goftissue)

RNA
(mg/90ftissue)

DNA

(mg/goftissue)

acidphosphatase

activity.(nmole

/μgpr◎tein/hour)

18.6±2.6

102±26(100%)3.3±0.9(3.2%)6了 ±8(66%)

6.5±O.了(100%)0.34±0.13(5.3%)3.1±O,3(48%)

1.3=ヒ0.3(!00%)0.21±0.02(16%)0.9ア ±0.27(77%)

330±49 13±11
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あ った.上 記2酵 素 の上 皮 お よび 間 質に お け る総 活 性

の比 は そ れ ぞれ1=81,1=29と な る.男 性 ホ ル モ ン

の 標 的臓 器に お け る代 謝 酵 素 の うち5α ・リダ ク テ ース,

3α(β)一 オ キ シ ド リダ クテ ース は重 要 な役 割 を担 うも

の と考 え られ て い るが,男 性 ホ ル モ ンの代 謝 は ほ とん

どが 間 質 で営 まれ て い る こ とを示 唆 した.

男 性 ホ ル モ ン受 容 体

Fig.2に 示 す よ うに,上 皮 と 間 質 に 分離 す るす べ

て の ス テ ップ で男 性 ホ ル モ ン受 容体 量 を 測 定 し,そ の

結 果 をTable4に 示 した 、 分 離 前 の 前立 腺 肥 大 症 組

織(T・),上 皮(E・),お よび 間 質(S・)に は それ ぞ れ

男 性 ホ ル モ ン受 容 体 が100fmolR1881/mgDNA,

29fmolR188i/mgDNA,62fmolR1881/mg

DNA検 出 され た.To,E・,Soを 比較 す る と,男 性

ホルモ ン受容体 は,DNAを 基 準にみ るとむ しろ間質

に多 く存在 した.

考 察

前立腺 肥大症 組織を 上皮 と 間質に分離す る試みは

1970年Franksら14)に よ り器械 的に分離 する方 法で

始 ったが,分 離 され た 上皮 ではDNA合 成 が起 らな

い と述べている。つま り間質の支持 が上皮 の増殖 に必

要 であろ うと結論 している.Gowanら は器械的に組

織を細切 したのちナイ ロンフィルターを用 いて,両 組

織 を分離 し,生 化学的に分析 しているが15)純度 の点に

おいて満足すべ きものではない.ま たHelmsら は器

械 的に組織を細切 した のち蛋 白分解酵素に て細胞浮遊

液 を作 りこれを濃度勾配 のFicall液 中で遠沈 し,上

Table3. EnzymeactivityoftwofractionsofBPH

(n=3)

5α 一reductase 3α(β)-

oxidoreductase

(3-hydroxygroup)

Ep. St Ep. St.

nM/mgprotein/hour 0.6ニヒO.12.4±0.60、36±0.030.54±0.06

ratiooftotalactivity
(St/Ep) 1 81±9 1 29±4

Ep.:epithelium

St.:stroma

SeparationstepsforrecePtorassay

BPHtissue-{>To寺
cuttlng->T1

ウ刊
rststepsedimentation

atunitgravityfor5min.

inMEM(10%FCS)

sediment

寺
chopping

ウfil
tration

supernatant

secondstepsedimentation
==≒>Eo

atunitgravityfor30min.

inMEM(10%FCS)
=一 ≒>S2

(nylongauze100μ)

ウ
STROMA

一>Sl

====一>So

Fl9.2

freezing

at-80℃

↓
pulverization

↓
1)androgen
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2)acid
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act1Vlty
measurement
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Table4.Amountofandrogenreceptor(averagcof4experiments)

pr◎teinbase

σ鵬1羅 乱)

DNAbase

(fmolR1881/mgDNA)
acidphosphatasebase

(ノ1,U∫鋤 膿1、,ase)

To

Tt

Eo

So

Sl

S2

9圭4

1了±2

15±4

16±6

(6～16)

(14～23)

(10～21)

(10～26)

28±15(1了 ～55)

29±19(1了 ～62)

100±43

88±9

29±3

62圭33

(54～160)

(69～100)

(23～43)

(33～112)

170±110(了6～360)

150±87(94～300)

4±3(1～9)

了 圭2(1～9)

2±1(1～2)

8±3(5～12)

13±9(了 ～29)

10±8(7～26)

皮を分離 しているが16),回 収率が悪 く,生 化学的検索

をお こな うに は適 さないと思われ る.

われわれの分離方法 では前立腺肥大症組 織1gあ た

り平均2千 万個 の有核細 胞が得 られ,そ の うち96%に

酸性 フ ォスファテース活性が認め られた.間 質は組織

標 本に て上皮細胞をほ とん ど認 めず,酸 性 フォス ファ

テースは 単位蛋 白 あた り上皮部分 の25分 の1で あ っ

た.す なわ ち,わ れわれの方 法は今 までの方法 と比較

L14～16)有核細胞収率,酸 性 フォス ファテース活性 比

率,お よび蛋 白,核 酸 の生化学的検 索 よりみ て,分 離

効率は きわめて高 い.わ れわれの得 た結果 では5α 一リ

ダクテース活性 のほ とん どが間質に含まれ ているが,

これはCowan,Sirettの 結果 とよく一致 す る16・17).

Bruckowskyら は テス トステ ロンの還元 酵素 で あ る

5α一リダクテース と,5α 一ジ ヒドロテス トステ ロンの非

活性化酵素 であ る3α(β)一 オキ シ ドリダ クテースの

活性の比に注 目す ると,前 立腺肥大症組織においては

正常前立腺,前 立腺癌に くらべ高 いことを述べてお り,

これが肥 大症組織におけ る5α一ジ ヒドロテス トステ ロ

ンの 蓄積に 寄与 して いる ので あろ うと 推 論 してい

る18).前 立腺肥大症が上皮 よ りむ しろ間質系の疾患で

あることを 思えば,5α 一リダクテースが 間質の酵素で

あることは意味深 いと考え られる.

男性ホルモ ン受容体は上皮にのみ存在す ると考え ら

れ ていた し,分 離 された間質には少量 しか検 出できな

かったが15・16),われわれは間質にむ しろ多 くの男性 ホ

ルモ ン受容体 を検 出 した.間 質に存 在す る男性 ホルモ

ン受容体の生物 学的意義についての研究 が今後 の重要

な課題になろ う.

以上述べた ごとくわれわれ の結果,す なわち前立腺

間質に おいて5α 一リダ クテース活性が高 く,か つ男性

ホルモ ン受容体が豊 富に存在す ること,疾 患別の前立

腺間質におけ る男性 ホルモ ン代謝に 差4・5,!6117)のある

こと,さ らに疾患別 の前立腺間質における膜表現形式

に差 がみ られ ること19)などよ り,前 立腺 肥大症 の発生

に間質が重要な役割 を担 ってい ると示 唆され る.

結 語

ヒ ト前 立腺肥大症の組 織を上皮 と間質に分離す る方

法を改良 し,上 皮細胞は組織1gあ た り平 均2千 万個

得 られ,95%以 上の細胞に酸性 フ ォスファテース活性

のある ことが組織化学的に証 明され た.間 質は,酸 性

フ ォス ファテース活性が上皮に比べ,単 位蛋 白あた り

約10分 の1以 下 であった.ま た5α 一リダ クテースはそ

のほ とん どが間質に存在 し,男 性ホルモ ン受 容体 は,

む しろ間質に多い とい う結果が得 られた.

以上 のことは,前 立腺肥大症発生におけ る間質 の役

割 の重要性を示唆す る ものであ り,今 後 この点での一

層 の研究が必要 であ る,
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