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論文の内容の要旨

（目的）

　Dehydroepia趾oster㎝e（DHEA）は副腎皮質，性腺，脳，消化管などで合成される内因性のステロイドであり，

発癌および癌増殖抑制効果を始めとして，様々な生理活性が報告されている。加齢と共に血中濃度は著明に減少

し，このことが加齢による各種癌発生頻度増加の一因とも推測されている。実際にヒト乳癌および膀胱癌の発生

リスクと血中D肥A濃度との問に負の相関関係を認めるとの報告がある。また，発癌実験動物モデルでの発癌予

防や癌増殖抑制，培養癌細胞系における増殖抑制も報告されている。機序としては，核酸のリボース合成に必要

なペントースリン酸経路の律速酵素G1ucose－6－phosphatedeh帖ogenase（G6PD）と，コレステロール合成系の律速

酵素3七ydroxγ3伽ethy1g1u敏yLCoAreductase（HMGR）の抑制が考え一られているが，どちらが主因かは未だ明らか

にされていない。一方，DHEAは月干臓でAn血osterone，Epiandrosterone，Etiocho1ano1㎝eに代謝されるほか，近年，血

中にD肥Aの7位酸化体（7α一〇HDHEA，7β一〇HD肥A，γoxoDHEA）が存在することも報告された。しかしこ

れらのD肥A類似ステロイドの発癌および癌増殖抑制効果の検討は行われていない。従って本研究は，これらの

DHEA類似ステロイドについて，癌細胞増殖抑制効果とG6PDおよびHMGR活性への抑制効果を比較検討し，癌

細胞増殖抑制機序の解明と，より副作用の少ない抗癌剤開発のための基礎データを得ることを目的に行った。

（対象と方法）

　内因性ステロイドとしてDHEA，D肥一su1fate（D肥んS），Pζegneno1㎝e（PGN），7α一○HD肥A，7β℃HDHEA，

τoxoD肥A，AΩdrosterone（AS），Epiandroster㎝e（EA），Etiocho1ano1one（ECN）を用いた。各種ステロイドはエ

タノールに溶解し，最終エタノール濃度1％となるように培地に添加した。培養細胞系はHepG2（肝癌），HT－29

（大腸癌），Caco－2（大腸癌）を用いた。

1）細胞増殖への影響：細胞を96穴プレートに継代して，各種ステロイド入りの培地（1－100μM）で培養した後，

　Mnassay，BrdUassayにて細胞増殖への影響を評価した。また，各種ステロイドと同時にDNA，辰NA，Mev創ono1砿one

　（MVL）を培地中に添加してMTTassayを行ない，細胞増殖の抑制が阻止されるか否かを検討した。

2）G6PD活性の測定：HepG2細胞抽出液に基質（G1ucos讐6－phosphate），補酵素（NADP）および各種ステロイド
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を添加し，吸光度法でG6PD活性を測定した。

3）HMGR活性の測定：各種ステロイド入り培地で24時問培養後のHepG2細胞抽出液を用いて，ラジオアイソ

　トープ法にてHMGR活性を測定した。

4）細胞障害性の評価1各種ステロイドの入った培地で48時間培養し，培地（re1eased）および細胞抽出液（no外

re1eased）のLDH活性を吸光度法にて測定した。

5）アポトーシスの検討：各種ステロイドの添加された培地にて培養されたHepG2細胞にH33258染色を施行して，

アポトーシスの有無を評価した。

（結果）

ユ）今回検討したすべてのステロイドで，濃度依存的，時聞依存的な細胞増殖の抑制が認められた。しかしその

抑制の強さはステロイドごとに様々であった。DNAまたはMVLの添加によってDHEAによる細胞増殖抑制効

果を有意に減弱させることはできなかった。一方，RNAは有意にD肥Aによる細胞増殖抑制効果を減弱させた

が，完全に抑制効果を阻止させることはできなかった。

2）多くのステロイドに濃度依存的なG6PD活性の抑制効果を認めたが，その程度は様々であった。細胞増殖抑

制率とG6PD活性抑制率との間には有意な相関を認めなかった。

3）7－oxoDHEAおよびD肥A－S以外のステロイドが旺MGR活性抑制効果を有していた。しかし細胞増殖抑制率と

HMGR活性抑制率との問には有意な相関を認めなかった。

4）ECNlOOμMを含む培地で48時間培養された細胞において，培地中に有意なL睨活性の上昇を認め，細胞障

害性が示唆された。ECN以外のステロイド添加では，細胞障害性は認めなかった。

5）いずれのステロイド入り（100μM）培地で培養された細胞にもアポトーシスを示唆する所見は認めなかった。

（考察）

　今回検討したすべての内因性ステロイドに癌細胞増殖抑制効果が認められた。これまで，DHEAの癌細胞増殖

抑制効果はG6PDまたはHMGR活性の抑制で説明できると考えられていたが，DNA，RNA，MVLを培地へ添加し

ても細胞増殖抑制効果を完全に阻止できないこと，D肥Aおよび関連ステロイドの細胞増殖抑制率とG6PDおよび

HMGR抑制率との問に有意な相関を認めなかったことなどより，G6PDやHMGR活性抑制以外の作用機序が存在

すると考えられた。DHEA自身はアンドロゲン作用を持た去いと考えられているが，生体に投与すると一部が末

梢組織でテストステロンに変換されるため，抗癌剤として使用するには副作用が懸念される。しかし今回検討し

たD旺：A関連ステロイドにも癌細胞増殖抑制効果が認められたことより，D肥Aの代用として使用できる可能性

が示唆され，今後，inViVOにおける発癌および癌増殖抑制効果の検討が必要と考えられた。

審査の結果の要旨

（批評）

　発癌予防や癌細胞増殖抑制作用が知られるDHEAは，末梢組織でテストステロンに変換されるため，薬剤とし

て投与することには問題がある。本研究では，アンドロゲン作用を有さないD肥A関連内因性ステロイドについ

て検討し，そのうち複数のものがD肥Aと同等以上の癌細胞増殖抑制効果を有することを示した。臨床応用のた

めには，有効性，安全性において，いくつか確認すべき点があるとはいえ，薬物有害反応の少ない発癌予防剤，抗

癌剤の開発につながる研究としての臨床医学的意義が十分に認められ，独創性が高いことにおいても高く評価さ

れる論文である。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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