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去勢ラットを用いた前立腺発癌における

テストステロンのプロモーション作用の検討
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抄録：F344系雄性ラットを用いて、プロモーション期にある前立腺に対して亀estos重eroneの投

与が前立腺癌の発生、進農に及ぼす影響を検討した。11週齢で全うットを去勢し、これをA～Dの

4群に分けた。去勢後3週問でA群、B群はtestosterone　propionate（TP）25mg（平均体重

227．5±21g）を3臼間連続皮下投与して前立腺上皮の増殖を促し、1闘おいてNmethyLN－

nitrosourea（MNU）10mgを静脈内に投与した。さらにA群はMNU投与2日後より56週にわた

りtestosterone　enanthate（TE）12．5mgを4週間に1度皮下に投与した。　C群はTPおよび

MNUは投与せず、　A群と同期間TEを投与した。　D群は去勢のみとした。60週で全群屠殺解剖し、

病理組織学的に比較検討した。付属生殖器癌はA群では26匹中4匹（15％）：前立腺癌3匹、精

癌1匹に認めた。しかし、他の3群には付属生殖器癌は認めなかった。付属生殖器増殖性病変（癌

＋過形成）はA群では7／26（27％）、C群では1／8（12％）に認めたが、　B群、　D群ではそれぞれ24

匹、9匹のいずれにも認めなかった（A群、B群盗にp＜0．05で有意差あり）。プロモーション期

のTE投与は付属生殖器増殖性病変に促進的に働くと思われた。またA、　B両群には皮膚扁平上皮

癌をそれぞれ16／26（62％）、13／24（54％）にさらに小腸の腺癌をそれぞれ8／26（31％）、4／24（17％）

に認めた。

キーワード　ラットの前立腺癌，メチルニトロソウレア，テストステロン

はじめに

　前立腺癌死亡率は地域差が大きい。西欧では

高くアジアでは低い1）。しかしながら、本邦に

おける前立腺癌死亡率は、西欧に比べて低いも

のの、近年増加の一途をたどっている。また、

アメリカ合衆国への日本人移民は日本在住の日

本人に比べ、前立腺癌死亡率が高い2）。こうし

た死亡率の変化が起こるということは環境因子

が前立腺癌の発生進展に影響を及ぼしうること

を意味する。かくして環境中の危険因子の同定

が重要な意味をもつ3－5）。この危険因子の同定

には、疫学的調査と動物を用いた発癌実験が不
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可欠である。

　過去の前立腺発癌実験としては1，2－benz－

pyreneやmethylcholanthreneを前立腺に直接

投与する化学発癌実験6’7＞、前立腺へのX線照

射による発癌実験が知られている8）。いずれも

腫瘍がヒトにはまれな扁平上皮癌であったり、

発生頻度が低いため、今日まで研究の継続に

至っていない。

　今日盛んに行われている性ホルモンを用いた

発癌実験は、1977年にNobleがNbラットに

testosterone　propionate（TP）を投与すること

により18％に前立腺癌の発生を認めたことに始

まる9）。その後、TPにプロモーター作用のあ

ることの知見がPoUardらによっても報告され

た10）。しかし、彼らの実験はいずれも去勢を
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行っていないため内因性testosteroneの影響の

評価が難しい。

　そこで、我々は前立腺発癌のプロモーション

期におけるtestosteroneの影響を純粋にみるた

めに、全群に去勢を行い内因性testosteroneを

除いた状態で、TPを投与して前立腺上皮細胞

のDNA合成を高めておき、　initiati葺g　factorで

あるN－methyLN－nitrosourea（MNU）を投与し、

promoting　factorとしてtestosterone　enanthate

（TE）を投与する実験を行った。

材料および方法

　F344系雄性ラット［チャールズリバー日本

生物材料センター］80匹を生後6週齢で購入し

た。このラットを温度23±2。C、湿度50±10％、

昼夜！2時間サイクルの条件に調節した飼育室で

4匹ずつ金属ケージに入れ、固形飼育料［オリ

エンタル酵母MF］と水道水を磁土に投与して

飼育し、11週面白（平均体重168±14g）より

実験を開始した。全てのラットをエーテル麻酔

下に外科的去勢術を施行し、感染予防のために

ペニシリンGカリウム［明治製菓］2万単位

を注射した。これをA群30匹、B群30匹、　C

群9匹、D群9匹の4群に分けた（麻酔中に
2匹死亡）。去勢術の3週後（平均体重227．5±

2ユg）にA群はTP［帝国臓器製薬］25　mgを

連続3日間皮下に注射し、1日おいてMNU［半

井化学薬品］10mgを生理食塩水に溶解して尾

静脈より静脈内に投与した。その2日後より

TE［エナルモンデポR　帝国臓器製薬］12．5

mgを以後4週間おきに計14回皮下注投与し

た。B群はTP、　MNU処置のみとし、　TEの

長期投与は行わなかった。C群はTP，　MNU

は投与せず，TEの長期投与のみとした。　D群

は去勢術のみの対照群とした（図1）。体重減

少が著しく、衰弱したものは順次屠殺解剖し、

残りは実験開始後60週で全群屠殺解剖して、

20％緩衝ホルマリン液［武藤化学薬品］にて固

定した。前立腺、精嚢、凝固腺については5

mm毎のstep　sectionのそれぞれについて3μ

の薄切々片を作製し、ヘマトキシリン・エオジ

0510・20・ 30　・　40　・　50　・　60週

群 ：・・…・…：………：…　……：………：…・・…・：………：・

A群　　☆＊↓　↓　↓　↓　↓　↓　↓　↓　↓　↓　↓　↓　ふ　↓ 十

B群　　☆＊ 十

C群　☆　↓　↓　↓　↓　↓　↓　↓　↓　↓　！　↓　↓　！　！ 十

D群　　☆ 十

☆　去勢 （11週齢）

＊　プロピオン酸テストステロン25mg×3日＋MNU　10mg

↓　エナント酸テストステロン12．5mg

＋　屠殺

図！．実験のプロトコール，
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ン染色の後、病理組織学的に検討した。他の臓

器については肉眼的に観察された腫瘍について

のみ薄切々片を作製し、病理組織学的に検討し

た。なおMNU投与直後に全身状態悪化によ

り死亡したA群4匹、B群6匹、および感染

症により死亡したC群の1匹は検討の対象か

ら除外した。本実験は山梨医科大学動物実験指

針に沿って行い、統計処理方法は各群のラット

の平均体重および付属生殖器重量の差について

はt検定を、癌および過形成の発生頻度の差に

ついてはκ2検定を用いて、P＜0．05を有意差

判定基準値とした。

結　　果

　生後U七七のラットの平均体重は168±ユ4g

であった。その後の体重増加は実験開始32週で

はB群で他の群より小さかったが（P＜0．05）、

経時的増加はB群においても観察された。し

かしA群では44週齢を、B群では50週をピー
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　　　　図2．ラット各回の平均体：重の変化．

表1．付属生殖器の増殖性病変の発生頻度

　　　　　　　付属生殖器
群　　ラット邪

心

増殖性病変　　前立腺腹葉　　前立腺背側葉
　　　　　　　前立線過形成
精嚢　　凝固線

A 26 7（27％）＊ o 3 1 o 3

B 24 o 0 o ◎ o 0

C 8 1（12％） 0 o 0 0 1

D 9 0 0 0 0 0 o

＊B群との間でP＜0．05で有意差あり
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クに徐々に体重減少がみられ、実験終了の60週

にはMNUを投与したA群、　B群と投与しな

かったC群、D群の間には有意差（P〈0．05）

がみられた（図2）。著しい体重減少をきたし、

衰弱したものは60週に達しないものでも屠殺し

た。体重減少の主たる原因は皮膚と小腸の腫瘍

であった。皮膚癌による衰弱のため初めて屠殺

した35週以後のものを実験の検討対象とし、そ

れ以前に死亡したラットは検討対象から除外し

た。

　前立腺、精嚢、凝固腺を含む付属生殖器の総

重量は、A～D群でそれぞれ3．93±0．82g、

0．65±0。22g、4。99±！．2g、0．54±0．14gで

TEを投与した群としなかった群で有意差（P

〈0．001）がみられた。肉眼的には付属生殖器

に明かな腫瘍は認められなかった。

付属性殖器の組織学的検討結果を表1に示し

た。付属生殖器の増殖性変化はA群で26匹中

7匹（27％）に、C群で8匹中1匹（12％）に

認められた。A群における増殖性病変の発生

頻度はB群に比し有意に高かった（p〈0．05）。

付属生殖器の癌に限ってみると、A群のみ4

匹（15％）に認められた。内訳は前立腺背側葉

の微小癌（図3）3匹、精嚢浸潤癌（図4）1

匹であった。前立腺過形成はA群3匹、C群

1匹に認められた（図5）。B、　D両群に増殖

性病変は全く認められず、むしろ低形成を示し

た（図6）。

　各臓器の腫瘍の発生頻度は、A、　B群に高率

に悪性腫瘍の発生を認めたが、C、　D群には全

く腫瘍を認めなかった。発生した腫瘍は付属生

殖器以外のものについてはいずれも腫瘤を形成

していたものである。皮膚の扁平上皮癌がA

群、B群でそれぞれ16匹（62％）、13匹（54％）

と最も高率に認められた。皮膚癌の発生につい

ては、A、　B両群ともC、　D群の双方と有意差

を認めた（A群P〈0．01、B群P＜0．05）。小

腸の腺癌もA、B群のみにそれぞれ8匹（31％）、
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図3．前立腺背側葉の顕微鏡像（A群）
　　クロマチンに濃染された大小不同の核をもつ上皮細胞が不規則に配列し、腺房内に乳頭状に増殖
　　　している。微小腺癌（H．＆E．×200）．
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図4．精嚢の顕微鏡像（A群）
　　異型性の強い細胞が多数の幽幽に広がって増殖している。浸潤癌（H．＆E，×100）．

警

孫

“

轄

・脈

磯
．

サ　．

7〆

＆

・ぐ

わ ■

、
、

各
瓠 u

、㌔」・鞠　縞

　
　
　
　
　
　
、

　
　
　
　
、

ぞ
誓
ξ
，．
　
．
L

、

6

「唱噸、

■

、

嵐
．
、

ノ

●

●
噛

9

、

　　　　　　　　　　　　　　　も　　　ん，・　　　彰；

図5．前立腺の顕微鏡像（C群）
　　腺房内に乳頭状に細胞増殖を示すが、細胞異型は認められない。過形成（H．＆E，×200），
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　　各冷房が小さく数も減少しており、上皮細胞も小さい。低形成（H．E，×200）．

4匹（17％）認められたが、C、　D群との問に

統計学的有意差は得られなかった。ほかには

A群で歯牙の化骨腫が2匹（8％）に、後腹

膜の線維肉腫が1匹（4％）に認められた。

考　　察

　BoslandらはWistarラットを用いてcyp－

roterone　acetateによる化学的去勢後TPを投

与して前立腺上皮のDNA合成を人工的に高め

ておき、強力な発癌物質であるMNUを投与

することにより前立腺癌を発生させることに成

功した11）。BoslandらはMNU投与後のプロ

モーション期には何も投与していない。我々は

この方法に変更を加えてtestosteroneのプロ

モーション作用を検討した。内因性testoster－

oneの影響を除くため、実験開始時に全うット

を外科的に去勢した。このため化学的去勢は行

わなかった。去勢後3週問目にTPで3日間前

立腺上皮を刺激した後、MNUを投与した。プ

ロモーション期にはTEを投与した。　MNU投

与後にTEを投与し続けた群にのみ前立腺と精

嚢に癌を認めた。またこの群はMNU投与の

みの群に比し、有意に付属生殖器増殖1生病変の

発生頻度が高かった。前立腺増殖性病変につい

てはTEは促進的に作用すると思われた。

　しかしながら前立腺癌の発生頻度は、我々の

当初の予想よりはるかに低く、発癌率7／20

（35％）、過形成率6／20（30％）を示したBos－

1andらの成績と比較して低いものであった。

この原因を考えるために今回の実験の個々の条

件について検討してみると、前立腺上皮の細胞

増殖を高めるためのTPはBoslandらは100
mg／kgを連続3日間投与している11）。本実験

での投与量は1匹当り25mgで、投与時の平

均体重は227．5±21gであり、Boslandらの投

与量とほぼ同じである。

　MNUの投与時期と投与量については、片山
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らが外科的去勢ラットにTP　1．5mgを連続10

日間投与してDNA合成の最も盛んな時期を同

定したところ、3日目にピークを示したことを

報告した12）。また、白井らも外科的あるいは

化学的去勢ラットに300ppmのメチルテストス

テロン含有飼料を投与したところ、細胞増殖は

2～3日目にピークを示したことを報告した
13）。この結果をもとにTPの連続3日間投与後

にMNUを投与することにした。　MNUは本実

験では1匹あたり10mgを投与した。このとき

の平均体重は227．5±2ユgであり、換算すると

44．3mg／kgとなる。　Boslandらの投与量は
50mg／kgと著者らよりも多かったが11）、　Pol－

lardらの同様の実験ではMNU投与量は30mg／

kgと少量であったにもかかわらず55～66％と

いう高い前立腺癌発生率を示した14）。したがっ

てMNUの投与量については問題ないと思わ
れた。

　プロモーション期のtestosteroneはPollard

らも投与している14）。彼らはTPのdepotを皮

下に植え込んだが、本実験：ではTEを皮下に注

射した。TEはtestosteroneをエステル化した

もので代謝を遅くして長時間の効果を示す。去

勢ラットにTE　5mgを投与した実験では前立

腺、精嚢の重量は21日後にピークを示し、42日

後にも効果を示している15）。今回は！2．5mgを

4週毎に投与しているので投与量としても十分

であり、実際に前立腺、精嚢の重量はTEを投

与したA、C群としなかったB、　D群とで有意

差を認めた（p＜0．00！）。TEの投与はTPの

depotを植え込む方法よりも容易で確実である

と思われる。

　Bosla頁dらやPollardらの実験と我々の実験

の重要な差は去勢方法の違いである。彼らは性

ホルモンによる一時的な去勢を行っているが、

我々は外科的去勢を施行した。

　片山らは前立腺上皮のDNA合成の盛んな生

後3週齢のF344系ラットに3，2’一dimethyl－4－

aminobiphe町1　（DMAB）　200　mg／kg　～

1，600mg／kgを投与したところ、28．9％～

66．7％に前立腺癌を認めた。これに対し生後48

時間の新生融和ラットを外科学的に去勢し、10

週齢よりTP　1．5mgを3日間連続投与した直

後にDMAB　100mg／kgを投与するプロトコー

ルを3週毎に計11回施行し、さらに3週毎に

TP　1．5mgの3日間連続投与を6回繰り返した

実験では癌が発生しなかったとして、発癌には

精巣の存在が関与していると述べている12）。

しかしこの実験では、両者の聞で発癌物質の投

与時期、投与回数が異なり比較することは不可

能である。

　また、白井らもF344系ラットを生後6週齢

で外科的に去勢した後にDMAB　200mg／kgと

methyltestosterone（MT）またはTPを投与し

た発癌実験では、前立腺癌が認められなかった

ことを報告しているが16）、さらに彼らは

ethynyl　estradio1（EE）含有飼料と基礎飼育料

を3週対2週で間欠的に投与して一時的に去勢

状態にしておいて、基礎飼料に戻した3日目に

DMABを投与した実験では21匹中18匹
　（85．7％）に前立腺癌を認めたことを報告した

17）。彼らの実験も厳密な比較ではないため、

testosterone以外の精巣由来のfactorが前立腺

癌の発生に関連しているかどうかはっきりしな

い○

　しかしながら、我々の実験とBoslandや

PoUardらの実験の基本的な差は精巣の存在の

有無にあることと、片山や白井らの実験を考慮

◎すると前立腺発癌には精巣の存在が関与してい

ることが示唆される。

　もう一つの条件の違いとしてはラットの

strainの差が考えられる。　BoslandらやPollard

らはWistar系ラットにMNUを投与し、片山

らや白井らはF344系ラットにDMABを投与

しており、F344系ラットとMNUの組合せは

初めてであった。

　本来今回の実験は前立腺発癌を目的としたも

のだった。しかし、目的とした前立腺癌以外に

A、B両群で皮膚、小腸に癌の発生をみた。特

に皮膚癌の発生頻度が非常に高かった。この皮

膚癌は明らかにMNUによるものでありプロ

モーション期のteststerone投与には影響され
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なかった。MNU誘発皮膚癌については、　hair－

lessマウスにMNUを塗布したところ90％以上
に皮膚癌を認めたとの報告がある。18）。同様

にラットにMNUを塗布した実験でも60％以
上に皮膚癌を認めたとの報告もある19＞。しか

し、いずれの場合もMNUは数回にわたり皮

膚に直接塗布したものであり、我々のように静

脈内投与したものではなかった。F344系ラッ

トにMNUを投与した実験をみると、　Wilhams

らは乳癌を目的としてMNU　50mg／kgを3回

にわたり静脈内投与したところ50％に皮膚の扁

平上皮癌を認めたことを報告した20）。今回我々

の実験ではF344系ラットへのMNUの静脈内

投与は1回の投与で高頻度に皮膚癌の発生を認

めた。これは皮膚癌の発癌実験として良い実験

モデルとなりうる可能性を示唆する。

　　今回の我々の実験では前立腺癌の発生は計画

段階での予想を下まわった。この原因として、

精巣の存在が前立腺発癌に影響を及ぼしている

可能性がある。今後さらにtestosterone以外に

精巣由来の前立腺発癌因子があるとすればこれ

を同定する努力が必要となる。

　　稿を終えるに当たり、病理組織診断において、

ご教示、ご助言頂いた川生　明教授に深く感謝

致します。

　　本論文の要旨は第79回日本泌尿器科学会総会

（1991年、金沢）において発表した。
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         Prometing Effbcts of Testosterone en Prostatic Carcinogenesis in Castrated F344 Rats

                        Nobuhike Shirasu, Hideki Komatu, and Akira Ueno

                           DePartment qf Urology, Yamanasi Medical Coltege

 The effect of exogenous testosterone in promoting prostatic carcinogenesis was examined using castrated

F344 rats. All rats were castrated at 1l weeks of age and were divicled into 4 groups. Rats in grotips A and B

were treated by 3 claily subcutaneous iojections of 25 mg of testosterone propionate (TP) 3 weeks after the cas-

tration. Two days after the last TP irljection, IO mg of N-methyl-N-nitrosourea (MNU) was aclministerecl to

each rat in these 2 groups. Two days after MNU treatment, testosterone enanthate (TE) administration was

started in groups A and C. TE was irigected subcutaneously at a dose of 12.5 mg {'or 56 weeks at intervals of 4

weeks. Rats in group D were coRtrol rats treated by castration only. All the rats were kille(l 60 weeks af:te}' the

start of the experiment and examined histologically. Cancer in accessory sex organs w2is found only in greup A

at an incidence of 4126 (15%); 3 pros{atic cancer and l cancer of the seminal vesicle. Proliferative lesions

(cancer+hyperplasia) of accessory sex organs developed in 7126 (279{l･) in grotip A, O124 in group B, l!8 (l29t,)

in g'roup C and O!9 in group D (p<O.e5 between group A and B). rrI'E administration at the promotion stage

appeared to increase the proliferative lesions in accessory sex organs. In groups A aRd B, squamous cell carcl-

noma of the skin was found at on incidence of l6126 (62%) and l3124 (54%), respectively, and adenocarcinoma

of the small intestine at 8126 (31%) and 4124 (l7%), respectively.

Key words: Pyostatic cancer of rats, N-metyl-N-nitrosourea, Testosterone


