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概要　妊娠中期中絶児 副 腎に お け る de　 nooo の ス テ P イ ド 生 合 成 並 び に そ れ に 及 ぼ す ACTH の 効 果 に っ い て

検 討 し た ．

　 （実験） 副 腎 を mince に し 2 分 して ACTH
．
添 加 群 ・非 添 加群どに 分 け，そ れ ぞ れ sodium 　acetate −1−i4C で

incubate し た ．抽 出 液 は 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ
ーな ど に よ り分離

・
精製 し た a 同 定 は ア セ チ ル 化 誘 導 体 の 生 成

及 び 再 結晶 法 を
’
用 い た．

　 （結果及 び 考案 ）acetate よ り大 量 の 遊 離 型 cholesteroi さ ら に 抱 合 型 ス テ P イ ド と し て pregnenolonesulfate

（以 下 P5−S と 略す ）DHA −S が 証 明 さ れ
， 又 わ ず か で は あ る が 遊離型 の P

，，　DHA と cholesterol −S
，
16α 一〇H −

DHA −S．が 同定 さ れ た ．　 acetate か ら 胎児 副 腎組 織 で 16帥 OH −DHA −S が 生合成 さ れ た 報告 は 無 い ．　 acetate か

ら cholesterol −S，　P5−S，
　DHA −S へ の 転 換 率 は ACTH 添加 に よ り明 ら か に 亢 進 さ れ，　 ACrl

’
H の ス テ 戸 イ ド生 合

成 に お け る 刺 激 効畢が示 され た ．

　　　　　　　　　緒　　言

　妊娠 中，母 体尿及び 母 体末梢血並び に臍帯血 中

に 多量の ス テ 卩 イ ドホ ル モ ソ が証 明されたが ， 近

年それ らの 生成に 胎児が積極的 に 参与 して い る事

が 明 らか とな つ て きた ．特に ，estrogen の 産生源

は 胎 児胎盤系で あ り．胎児副腎が極度に 萎縮 し て

い る 無脳 児妊娠 で 母体尿中 （Frandsen ＆ Stake−

mann
， 1961），血 中 （Nakayama 　 et 　 al ・

， 1967，

Yanaihara
， 1968）の estrogen 値が極度に低下 して

い る事か ら ， 胎児副腎が胎盤で 生成 され る estr・gen

の 前駆物質を分泌 して い る こ とは 明 らか で ある．

　 こ の 胎児副 腎に お け る ス テ ロ イ ド産生 の 調節

が ，胎児自身の ACTH に よる こ とも荒井 （1975）

に よ り明 らか に され て きた が ，胎児副腎の ス テ ロ

イ ド生成能及び ACTH の ス テ ロ イ ド生合成に 及

ぼ す莉激効果 の 詳細に つ い て は 不 明の 点が 多い ．

　Arai　 et 　 aL （1972）は ， 妊娠中期の 子宮内胎児

に 直攤 ACTH を 投与す る と ， 母体尿中 estrone

estradio ！ estriel の い ずれ もが 有意に 増加す る事

を報告 し た ．今回我 々 は ， 放尉性酢酸ナ ト リウ ム

を用い て 胎児副腎が ’初 紛 o で de　novo に ス テ ロ

イ ドホ ル モ ン産生を行 う事，さ らに ACTH が ス

テ P イ ド生 合成 の 面 に ど の様 な影響を与える か を

検討す る為以下述べ る実験を行つ た ．

　　　　　　　実験材料及び方法

　 1 ．実験材料

　 2 例 の 妊娠中期中絶児 （20〜 22週） よ りた だ ち

に摘出 した 副腎組織を用い た ．操徊よすべ て 4 ℃
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で 行い ， まず皮膜を 除去 し フ ラ ス コ 中 で mince

に し た 後秤量 し て incubation に 供 した ．

　 ll．標準物質

　 cholesterol −7−sH （NET −030 ，　 sA ，＝ loci！mM ），

pregnenolone −7−SH （以下 P5−3H と 略す ，　 NET −

G76，　S．A ．＝1L5Ci ！mM ），dehydroepiandtosterone．

7−sH （以下 DHA ・3H と略す ，
　NET −033 ，

　S，A．＝10

Ci！mM ），　 d4−androstenedione −！
，
2−sH （以下 d4−A −

dione−sH と略す，　 NET −081 ，
　 S．A ．； 45．9　Ci／mM ）

ps−sulfate 　ammonium 　salt −7−3H （以下 P5−S−3H と

略す ，
NET −167

，
　s．A ．＝ ・ 25　ci！mM ），　 DHA −s−7−aH

（NET −121　，　 s・A ・＝・21　Ci！mM ） は New 　 England

Nuclear よ り購入 し，使用直前VL　thin −layer　chro −

matography （以下 TLC と略す）に よ つ て純化 ・

精製 した ．Sodium 　acetate −1−1℃ （NEC −084
，
　S．A．＿

2 ．OmCi ！mM ） は 培養液に 直接溶解 し こ れを 基質

と して用 い た ．

　非放射性 ス テ ロ イ ドは Sigma 　co ．　sferaloid　co ．

よ り購入 し ，そ の 純度は あ らか じめ TLC に よ り

確認 し て用 い た ．

　TLC 上 の 標 準物質 の 検出に は dL3 −keto　 ste 「oids

は 254m μ 波長 の 紫外線 ラ ソ プ を ， 他 の ス テ ロ イ

ドは 硫酸発色法 を用 い た ．

　 皿．　IncubatiOn

　Incubation 　 I ； 副腎組織は それ ぞれ 650mg ず

つ に 2 分 して フ ラ ス コ に 入 れ 201．U ．　 ACTH （Ac−

ther −Z　401u ！vial 東京田辺製薬）添加群 ’非添加

群と を作 り，
3ml 　Krebs −Ringer　bicarbonate　buffer

（pH 　7 ．4）内で 3？℃ 95％ 02
， 5 ％ CO2 条件下 で

6 時間 incubate した ．

　 Incubation　H ；組織を それ ぞれ 200mg ずつ に

2分 し 1 と同様10時間 incubate した ．

　．IV．抽出 ・分離 ・純化及び同定

　 Incubationは フ ラ ス コ に 過剰 の エ タ ノ
ール を添

加 し て反応 を停止 させ Potterの homegenizer で

ホ モ ジ ナ イ ズ し 抽出後 ，遠沈 し て 除蛋白を 行 つ

た ．回収率補正用 と し て それ ぞれ 300 ，000dpm の

cholesterol
，　Ps，　DHA ， が．A−d量one

，
　 P5−S

，
　 DHA ・S

の t・itiat・d　
・t… ids を加え た ．エ タ ノ

ー
ル 抽 出液

は 窒素ガ ス 下 で 蒸発乾固 し，70％ メ タ ノ
ール で 溶

解 ，

− 20℃ で 一晩放置後
一一20℃ に て 冷却遠沈 ， 脱

リ ピ
ッ ドを行 つ た ．放 射性代謝物質 の 抽出 ・分離

の 概要 を図 1 に 示 した ．即ち ，水 と ジ ク 卩 ル メ タ

ン と の 分配に よ り遊離型 ス テ ロ イ ドを抽出 し ， さ

らに 水層か ら n −butanol で 抱合型 ス テ ロ イ ドの 抽

出を 行 つ た ，遊離型 ス テ ロ イ ドは 表 1 に 示 した

system を用 い た TLC で 分離 し た ． 抱合型 ス テ

卩 イ ドは TLC −B に ょ り遊離型 ス テ ロ イ ド並び に

acetate な どの 混入を 除外 して solvolysis （Bur−

stein ＆ Liebelman
， 1958）を 行つ た ．抱合型分

　　図 1　 Methods　of 　extract 三〇n
，
　separatien 　 and 　 ident三fication
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表 1 　Solvent　systcm 　of
’
TLC

画は ，加 水分解後 ，酢酸 エ チ ル に て 抽出し，以下

遊離型 ス テ ロ イ ドと同様分離 した ．分離 された代

謝物は 必 要に応 じて 無水酢酸 t ピ リ ジ ソ に よ りア

セ チ ル 化後 TLC で 分離 した ．各放射性代謝物質

の 同定 は ， 再結晶法 （Axelrod　et　 aL
， 1965）を

用 い た ．生合生物質へ の 転換率は ，抽出前に 加

えた tritiated　 steroids に よ り回収率を 補正 して か

ら計算 し た ．尚 cholesterol −S　l6α一〇H ．DHA ．S に

関 して は tritium 標識標準物質に よ る 回収率の 補

正 は しなか つ た ．

　 V ．放 射能 の 測定

　放 射性代謝物質は 10m1 の トル エ ン シ ソ チ レ

ータ ー （PPO ： 40mg ，　 POPOP ： 0 ．5mg ）を 藤え

Packard　Trl−Carb 液体 シ ン チ レ ーシ ョ ン カ ウ ン タ

ー Mode13330 に よ り測定 し た ．　 TLC 上 の 放射性

ス ポ
ッ ト の 検 出 に は autoradiography （Tamaoki

et 　aL
， 1966 ）及 び Aloka　 TLC 　 scanner 　 Model

JTC−201 を用 い た ．

　　　　　　　　　 結 　　果

　本実験 に お け る抽出 ・分離 ・純化操作後あらか

じ め 加え た tritium 標準物質 の 回収率は 36〜72％

で あつ た ．

　 Incubation　 I に お い て 単離 された 各代謝物 を表

2 に 示 し た ．遊離型 ス テ 卩 イ ド とし て は chole −

sterol 抱合型 と し て は Ps−S
，
　DHA −S の 生成が 認

め られ他に 少量 の cholesterol −S， 16α一〇 H −DHA −S

が 生成 された ．こ れ らの 代謝産物 の 内 cholesterol
，

Ps−S，　 DHA −S の 生成は ACTH 添加群に お い て い

ずれ も尢進 し て お り ， 非添加群 に おけ る転換率を

100とす る と ACTH 添加群 で は それ ぞれ 271，

282 ， 447で あつ た ．

　 Incubation　H の 結果を表 3 に 示 した ．主生 成 物

は 1 と同様 cholesterol で あ り， 比較的多量 の

DHA −S の 生成が 認め られた ．又 抱合型以外に も

表 2 　Conversion　of 聖4（］−Aceta【e　in　fetal

　 　 adrenal 　tissue

Metabo 【itcs Contro亘 ACTH 　 added

Aceta にc （subs 亡rate ） 60，629 ．2059 ．542，60

Free 80 ．18 172．33

Cholcstcrol 58 ．64 159，17
Unkn 【⊃wn 2L54 13．16

〔】onjugate 68 ．45 204．16
ChoicsterDl−sulrate 1．74 4、51
P ・巳gn 。 nd 。 ne −su 匡εatc 6 ．46 18．19
DHA −sulfa 虹e 26．09 116．56
至6α OH −DHA −su 且fat¢ 0．η 2．21

Figures　are 　expressed 　as　dpm 　x　IO4

表 3　Conversion　of 　
14C −Acctate　in　fetaI

　 　 adrenal 　tiSSIIe

Mc ［abolites Contro1ACTH 　addcd

AGetatc （subs ζra 匸e ） 48，814 ．1044194 ，9　　卩

Free 231．79 186．65
Cholesterol 229 ．09 182．31

Pregncnolone 正，22 L39

DHA 0 ．94 1．50
Androstenedione

‘ 0．54 O．95

Gonjuga ヒe 24 ．56 28 ．02
Pr ¢ gncnolone

一甜 lfate 6．叉7 6．74
DHA ，sulfat ¢ 18，40 21 ．28

Figures　are 　expressed 　as　dpm 　x　104
’

not 　recrystallized

少量 で は あ る が ，遊離型ス テ ロ イ ドと し て Ps，

DHA が生成 された 、　P5，　DHA ，
　A4−A−dione，　DHA −

S へ の 転換は ，
ACTH 非添加群 を 100 とす る と ，

添加群で そ れ ぞれ 155 ， 160 ， 176
， 116で わ ず

か なが ら増加傾向を示 した ．

　 こ れ ら単離され た 放射性 ス テ P イ ドは
， 標準物

質を加え溶媒を 変え て 再結晶を く り返 し ， そ の

radioche 皿 三cal な purity を 検討 し た ．そ の 結果

specific 　activity は crystal
，　 mether 　liquidと も

一

致 し表 4 に 示 すご とく各 ス テ 卩 イ ドが acetate よ

り de　nove に 生合成 され た こ とが証明 された ．

　特に 16α一〇H −DHA −s 分画は solvolysis 後 その

一一部分を 取 りア セ チ ル 化 し benzene ： methanol ＝＝

95 ： 5 の 溶媒 シ ス テ ム に よ る TLC で 放射性単一

ピ ーク を示 し （Rf ＝ O．65）同様 な方法で ア セ チ ル

化 した 標準物質と Rf 値が
一

致 し た ．尚 こ れ らの

N 工工
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表 4　 R．ad めchemica 是purity 〔｝f　I4C −］abeied 　sterolds 　derived 丘om 　incubation 　o 「fetal　adrena 【tissue　w 産£h　14C −Acetate

Substance Origlnal
Crアstalli 蹴 i。 n

Xd X −2 x −3 x4 ML

Cho艮e就 erol 679，7 689 ．3 695 ．5 653 ．3 ｝ 679．9
Prcgncno且onc 1，178．8 1．03〔｝．7 1，028 ．1「 984 ．0 冖 96i ，9
DHA 寧

1，048．4 1，032 ．2 1，且29 ．1 1，01LO 齟一一 1．062 ．4
dh。ieSte，。レS1榊 38  ．0 3｛｝2 ．2 196．8 200 ．Q 一 201．7
Pregnenobne −S 榊

616 ．7 573 ．0 534．4
　丿
572．G 一 556．9

bHA £ 楸

1，063 ．0 1．024．0 982 ．0 1，129．0 ｝ 1，112，0
16αOH −DHA −S°串 L833 、0 1，287．O 794 ．0 788．0 ，800．．0 791 ．0

憾

も．“ Recrγstallized　as　acetate

躑

　Recrystallized　a £【er 　so 監volysis

辮 Recrystallized　as　acc 匸ate 旧orm 　af 【cr 　so 夏volysis

Spcci症c　ac 監ivitics　expressed 　as 　dpm ／mg

図 2　 Effect　 of　ACTH 　 on 　 conversion 　 of 　
1
℃ −Ace−

　　 tate　in　hulnan　fetal　adrena 三　tissue

ChoL 　　 P5 　　 DHA 　ム 4−A 　　Cho レ S 　P5−S 　OHA −S　16dOH
　 　 　 　 　 　 　

1「−dione 　　　　　　　　　　　　　　　 TOHA −S

分離操作に お い て 295−AndrosteneL3Ct，
17β一diol，

d5−Androstene−3α ，　 16α ，　17β一triol ，　16Ct−OH −P5
，

1

17α ，OH −P5
，
21 −OH −Ps

，
　cortisd ］等 と ， 本物質 は

Rf 値 を 異 に し た ．　 abe
’
tat6 を 基質とtた 本実験

に お い て は COrt
’
iSO正

，
　 COrtiSOne な どの glUCOCOrti・

coid 及 び progesterone の 生成は 全 く認め られ な
1

か つ た ．

　In’cubation 　I 及び ∬ の 実鹸結果を 蜜と め て 図 2

に示す・
’ACTH 添加 に よ り各 X ，・

− 　” イ ド産生が増

扱 して お り， 特に
・
chd ］estet61−S，

　Pi一亀 PHA −S め

産生が 明 らか に 亢進 された ．

　　　　　　　　　考　　案　　　
』’

　Bloch ＆ Benirschke　（f959）　は 月台彡巳畠叮腎 slice

の incubationで acetate −1
’
−i4C よ り DHA

，
　 A4，A．

dione
，
11β一〇H −“ −A −dione，　ps，

’
cholesterol 及び

c 。 rtisol が生合成 され る 事を 報告 した ．又 Jaffe
et 　all （1968 ） は 同様 に 胎児 副腎 slic6 　 incロba −

ti・ti
’
で ・・di・ m 　acet ・te−2−1‘C か ら 17α一〇H −P

、
IS

，

DHA −S
，
16α 一〇H −DHA −S 等の 抱合型 ス テ tiイ ドが

生合成された 事を報告 して い る ．

　本実験に お い て我 々

』
は acetate よ り遊離 ス テ ロ

イ ドとし て は t 大量 の cholesterdl 　

’
と Ps

，
　DHA 又

抱合型 ス テ P イ ドと し て は cholester ・ 1−S
，
　 P

，
−S，

DHA − S）　 16α一〇 H −DHA −Sが生成 され ， さ らに こ れ

らの 生成 が ACTH 添加に よ つ て 促進 され る 事

を証明 した ．
』
lncubation 　 I ・且共 に 主生成物

1
は

cholesl ．erol で あり ， 文同定され た ス テ ロ イ ドが い

ずれ も 」
5』3β・01steroidS で か つ ほ とん どが主 と し

て抱合型で あつ た事は
， 胎児副腎に お け る ス テ 巨

イ ド産生分泌の 実態を示 すも の とし て興味深い ．

臍帯動脈血 中に も，これ らの ス テ ロ イ ドが 高濃度
に 証明され て お り（Simmer 　et 　al ．

，
1964

，
　Easterlirig

et 　 aL
， 1966）， 又 ， 胎児副腎組織内に も存在す る

こ と （M 譌 umoto 　et　aL
， 1968

，
　Huhtanieini　

’

et 　al ．
，

1970）な どか ら胎児副腎 で こ れ らス テ 卩 イ ドが相

「

噛
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当量分泌され る 可能性が 示され た ．即ち ，・妊娠 中

大量 に 増加する ス テ 卩 イ ドホ ル モ ソ な い しその 前

駆物質は単 に 母体側ta由来，又は 母体 cholesterol

に 依存する の み な らず ，胎児副腎で den ・v・ に 合

成 され然も胎児下垂体 の ACTH の 調節下 に ある

こ と が 推察で き る ．今回 の 成績 で は 9呈UCOCO 「ti’

eoid 及び progesterone の 生成が 認め られず ， 主

な代謝産物 が AS 系 Clg ス テ ロ イ ドで あつ た 事

か らも，妊娠中に おけ る estrogen 前駆物質供給

源 として の 胎児副 腎の 役割を 更に 意義づ け る もの

と して 興味が ある ．

　胎児副腎の 16α一hydroxylation能存こ つ い て の 報

告は 少な く VIIIee　et 　al ．（1961＞ は progesterone

よ り 17Ct−OH −P・・9 ・・te・・n ・ へ Nak ・y・ma 　et　 al ・

（1967） は DHA よ り 16α一〇 H −DHA へ の 転換を

証明 した ． 16α一〇 H −DHA −S は P5−S を 基質 と し

た 場合の 代謝産物 と し て P6rez −Palacios　et　a｝・

（1968）が 報告 し （ い るが ， 今回我 々 は 初め て

acetate か ら 生成 され る こ と を 証明 し た n　 l6α一

〇 H −DHA ．S が de　novo に 胎児副腎で 生合成 さ れ

た との 報告は 未だ無 い ．

　 今回 の 実験結 果で ex　 acetate か ら各 ス テ ロ イ ド

へ の 転換率は ・h ・1・・t… 1 へ の 転擲 こ 比 し低か つ

た が ，
『「
胎児副腎組織中の cholesterol が 多い 事か

ら， 中間代謝産物 と し て の 放射性 cho1esterol の

specific 　 activity が下 つ た 為 と考え られ る ，

　 ACTH の ス テ ロ イ ド産生促進効果に つ い て は ，

牛 ・モ ル モ ヅ ト 副 腎を 用 い た in　vitro の 研究 よ り

cholesterol 　C20−2e　desmolase 活性を 高め る （Bil−

lear　＆　E三k−Ness　1965 ，　Stone　＆　Hechter，　1954）

とい われ て い る ． Milner ＆ Villee （1970 ） li 胎

児副腎組織で 11−deoxycortisolか ら cortiSQI に 至

る 11β一bydroxyl 爵 e
，
　 Pregesteroneか ら 11−deoxy−

cortisol に 至 る i7α ，
21−hydroxylase活性が ACTH

に ょ つ て 高め られ る と し，一方 ，
Bloch ＆ Ben −

irschke（1960 ）は ACTH 添力口に よ り acetate か

ら cholesterol の 生成は 変わ らな い b：　DHA
，
　certisot

の 生成は そ れぞれ 30− 40％ ，70− 90％増加 した と

報告し て い る．今回 我々 は ， 更に 遊離型で は DHA

の み な らず P
， 及 び 新た に DHA −S

，
　 P

，
．S，16α．

OH −DHA −S 等の 硫
．
酸抱合型 ス テ ロ イ ドも ACTH

添加に よ？て そ   合成が促進 さytる事を 明 らかに

した ．本研究結果か ら 船 TH の 作縢 区位に 関 し

て 推定する こ と は 困難で ある ． しか し ACTH は

中期胎児副腎に 対 些て も 胎盤性 estrogen の 前駆

物質で ある Cle ス テ ロ イ ドの 産生 を促進 し て い る

事は ，先 に 発表 し た 臨床実験 と対比す る と誠に 興

味深 い ．

　稿 を 終 る に 臨み 本研 究 に 貴 重 な 御 助 言 を 賜 わ りま し

た 放射線医学 研 究 所 　玉 置文
一

博 土 に 感謝 致 し ま す．

尚本 研 究 の
一部 は 第27回 日本 産 科婦 人 科学 会 総 会 シ ン

ポ ジ ウ ム 及 び 第23回 日本 内分 泌 学 会 東 部部会総 会 で 発

表 し ま し た．
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