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は　　し　　が　　き

　本報告書は平成7、8年度の2年間にわたる科学研究費補助金（基盤研

究C）r乳腺および腎臓におけるグルココルチコイド代謝の比較生理学的

研究』の研究成果をまとめたものである。

　腎臓のようなミネラロコルチコイドの標的器官には、グルココルチコ

イドの11位水酸基をケトン基に変換するステロイド11β水酸基脱水素

酵素が存在する。この酵素の存在は、逆に、ミネラロコルチコイドの標

的器官であることの証明につながると考え、本研究では乳腺、腎臓、お

よび卵管のグルコ1ルチコイド代謝を、マウスとウズラを用いて比較検

討した。

　高等動物の電解質代謝および水の排泄・分泌は非常に複雑に調節され

ている現象であるが、本研究ではこれを分子レベルで解明することによ

って、少しでも理解を深めようと努力した。

　本報告書が内分泌学を研究するものにとって参考になれば幸いである。
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Abs七ract　　C。rtic。s七er。id　acti。n　is　m。dulated　by　the

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t　　　　　　　　　　　　　　　ロNAD＋－dependen七　11β一HSI）－2，　which　oxida七ively　エnac七エvates

c。rtic。ster。ne，　a且酬ing　the　n。nselective　minera1。c。r七ic。id

recep七。r七。　be。ccupied　by　minera1。c。r七ic。ids・The　p「esen七

study　was　c。nduc七ed　t。　sh㎝七hat・・β一HSD－2　is　pre8ent　in　the

repr。ductive七ract。f　eg9－iaYing　bird日・

　　　　里he　micr。B。me　fra已ti・n　was　p卿ared　fr。m　h。m。genates°f

vari。us　parts・f・viduct。f　the」apanege（叫・’and　in己ubated

with　l・H】c。r七iC・日七er・ne　f。r　l　hエat　39　C　in　the　p「esenCe°「

al）日en己e。f　1　rnM　NA：）・。r脚P＋．　The　reac七i。n　was　st。PPed’and

the　ster。id　was　ex七racted　by　ethyl　ace七ate・Separati。n°f

s七er。id日was　pe主f。nrted　using　a七hin－layeエchr。mat。9「aphy

devel・Ped　in　a　ch1。r。f。rm・－me七han・1｛95；5｝sys七瓠・ Ac七ivi七y　of

11β＿HSD＿2　was　de七ermined　by　measuring　the　己onversion　of

［・H］c。rtic・ster。ne　t。［　’H］11－dehy（lr。c・rtic°日te「°ne・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t　　　　As　the　resuZts，七he　shell　gland　and　albunen　sec「etエng

regi。n。f七he。viduct　sh・wed　high　activity。f　11β『HSD－2・エn

七hese　tissuer［・H】c・rti・・日七er。ne　was　exclusiveZy　metab°lized七゜

［・H】1・－dehydr。c。rti己。8七er・ne・・n　the。七he「hands’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　infundibulum　and　isthmus。f七he。viduc七and七he　vagina　c°n七a⊥n

1㎝a己七ivi七y，　iridi・ating　that　these　parts　might　n°七be　a

targe七。f　the　mineral。c。rtic・id日・

罵．Y　w。rds‡　・・β一Hy（ir。Xys七er・id　dehy（lr。genase’（tWiduct　・

　　　　　　　　　　　　　　　　」apane8e　quai1，　C。rtic。ster。ne’Ald°書te「°ne
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　　　　　Cor七icosteroid　action　is　modu工ated　by　the　enzyme　11β一

hyd「°xys七e「°id　dehydr。genase（・・β一HSD）｛E餉訂ds鮎山．，・988｝

Funde「』工・’　1988）・　　Two　iso2ymes　of　11β＿HSD　are　n◎悼

「ec°gnized；11β一HSD－1　is　NADPH／NADP＋－dependent　enz〕lme　wi七h　a

Ktltt　in　the皿icr。m。1ar　range｛M。nder　and　White，1993；Funder，

1993；　Seckl’　1993）◆　　11β一HSD・－2　is　NAD＋－dependent　enzyme　with

a　Km　in　the　nanomoXar　range・，　エn　the　l　iver，　11β一HSD－1　i呂

pred。minan七and　c。nver七s　11－dehydr。c。rtic。ster。ne七。

c°「七ic。ster。ne｛Lakshmi　and　M。nder，1988｝．　On　the。七her　hand，

in　the　kidney’the　NAID＋－dependent・・β一HSD－2。xida七ive・y

inac七ivates　c。rtic・ster。ne（Rusvai　and　Naray－Feje8－T。8h，1993｝，

al1。win亨七he　n。nselective　mineral。c。rtic。id　recept。r

（K「°2㎝ski　and　Funder’1983）t。　be。。cupied　by

minera1。c。r七i己。ids｛Aユbis七。n　aLa．Z．，19947　Kr。z・wski　etLal．，

1994；　Rusvai　and　Naray－Fe］e呂一Tosh’．1993）．

　　　　The　present　study　was　conducted七〇sh㎝七hat　11β一HSD＿2　i8

　　　　　　　　ロpre畠en七　エn　other　sodium－・transporting　epithelia　sueh　as　tho8e

ロ

：nthe　rnarmary　gland　of　mammals　and　in七he　reproduc七ive　tract

of　eg9－laying　birds．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Materials龍d恥七ho白，

　　　　Japane日e　qUail　were　ob七ained　from　Tokai－Yuki　at　6　wk　of

age．　　工ndividually　caged　birds　were　main七ained　under　a

iighting　schedule　of　14　h　l　ight　（0500　七〇　1900　h）　and　10　h　dark

一一
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　and　provided且d＿L垣圭辺O　access　to甘ateエ　and　a　己◎rnrnerc　ial　qロail

　diet．

　　り　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　The　reproductive　tract　and　kidney　of　Japanese　quail　were

　isola七ed　irnmediately　afteエ　decapitation　r　finely　chopped　with

　scissors　and　washed　several　times　with　an　ice－cold　saline．

The　tis臼ue　wa自　homogenized　in　5　草01　0f　homoqenizing　buffer

　｛0．25　M　sucrose，　50　mM　Tris－HCI　and　5　mM　magnesium　chloride，

pH　7．4）with　a　Poly七ron－’ヒype　homogenizer　for　10　日ec．　　The

rnieros　orne　fraction　was　prepared　frorn　homogenates　by

centrifugation　at　10，000　x　g　for　20　min　a七4C，　fo11㎝ed　by　a

high　8peed　cen七rifugation　of　the　8upernatant　at　105，000　x　g『

f◎r60　min　at　4　C．　　Micros㎝es甘ere　resuspended　in　the

　　　　　　　■　　　　　，
homogenエ2口g　buffer・

　　　　11β一HSD－2　ac七ivity　in　microsorne　fraction曾a8　determined

by　mea日uring　the　conver8ion　of　【3H］corticosterone　to　［3H　111－

dehydr◎corticosterone．　　［1’　2，　6’　7　一　3H　］　Cortico9　terone　｛自pec．

a己七．，3．22TBqノ㎜ol）was　purchased　fエom㎞ersham工nternationaZ

Plc，　England．　　Ab◎u七　12．3　kBq　of　3H－1abeled已or七icos七erone

di　s　solved　in　ethanol　wa5　transferred　into　an　incuba七ion　tube．

Af七er　addi七ion　of　50　μ1　0f　propylene　glycol，　七he　日olvent　wa8

evapora七ed　under　reduced　pressure　i㎜ediately　before

ineubation．　an　apPropriate　amoun七〇f　microsome　frac七ion，

whose　protein　content　had　been　previously　measured，　was　added

七。ea己h七ube．　NAI）・and　NADP・was　dissblved　in　the　h。m。genizing
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buffer　and　added　t。　the　tube　s。　tha七七he　finaZ　e。ncentrati。n

of　the　cofactoエwas　l　mM．　　Then　the　f　inal　volume　of　the

incubati。n　mixture　was　adゴusted　t。0・5　m1　Per　tube　by　the

h。m。genizing　buffer・The　ab。ve　mixture　was．incuba七ed　at　39　C

in　a　Dubnoff一七ype　incubatoエ　under　aerobic　condition．　　For

con七rol　experirnen七5　七he　mix七ure　excluding　the　micr◎8㎝e

fraction　was　incubated　8i血ultaneou81y　under　the　identical

condition．

　　　　At　the　end　of　incuba七ion，　1　ml　of　ethyl　aceta七e　was　added

to　t二he　incubatiOn　mixture　to　temina七e　further　enzymatic

reac七ion．　　The　e七hyl　acetate　layer　wa8　8eparated　and　reserved

as　an　extrac七・　The　residual　aqueous　layer　was　extracted　five－

times　more　七〇complete　extraction　of　the　steroids．　　The

extrac七s　were　po◎1ed　and’an　aliqUot　of　the　extraロ七was　sp◎tted

on　a　thin　layer　of　silica　gel　GF　（E．　Merck，　Darrnstadt，

Germany）t　七〇ge七her　with　corticos七erone　and　11－

dehydrocorticosterone　as　marker8．　　After　the　developmen七wi七h

chlorofom　3　rnethanol（95：5）sy日七㎝，　the　markers　on七he

chromatogram　were　detected　under　an　u　1七raviolet　lamp

（wavelengt二h，　253　nm）．　　Radioactive　area8　were　detec七ed　on

another　chromatogram　by七he　fluorographic　technique・　The

radioac・ヒive　area　were　scraped　off　from七he　Plates，　and　the

steroids　weエe　eluted　from　the　absorbent　with　chloroform：

ethanoユ｛1‡1）mixture．

　　　　　■　　　　　　　　　　■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　輻　　　　　●

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●
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　　　　Radioa己iセivi七ie豊　were　raeasured　by　a　liquid　8cin七illation

spectr◎rneter　，　whose　coun七ing　efficien巴y　of　tritium　was　ab◎u七

50　亀．　　Pro七ein　con七entg　in　micro8◎me　fraction曾a6　mea8ured　by

the　coPPer－Eolin　rnethOd．　　The　enzyme　ac・ヒivitie畠　were

七en七ativeiy　expressed　　as　amoun七　in　pmole　of　11－

dehydroco工七ico8セerone　p工oduced　for　l　hエ　per　mg　of　mi巴rosome

fraction．

R●8uユセ8　and　Di80u88io塁

　　　　A皐　8h（㎜　in　Fig．　1，　11－dehydr◎eortico皐七erone　was　obtained

as　七he　ma］◎r　meセab◎1i七e　◎f　c◎rticosterone　af七er　the　incuba七ion

甘i七h　mi¢エo自ome　fraetion　of　七he　kidney．　　No　me七abo工i七es　weエe

de七ec七ed　in　the　ab8ence　of　cofactor．　　Cor七ico日七erone　was　a1日o

me七abolized　七〇　11－dehydr◎cor七ieosterone　by　the　microso1ne

fra己七ion　of　占ヒhe　whoZe　oviduc七．

　　　　T｝le　regional　di8七ribution　◎f　the　enzym、e　wa8　sh◎甘n　in　Fig．2．

H工ghest　activity　was　observed　in　the　shell　gland　in　七he

in煤エbat　ion甘i七h　NAD　a5　七he　cofac七〇r．　　The　albumen　日ecre七ing

虻egion　of七he　oviduct　al808h㎝臼d　high　aロtivi七y　of　11β一HSD－2・

On七he　o七her　hands，　infundibuZ迦and　is七hmus　of　the　oviduc七

and七he　vagina　c◎ntain　1㎝activi七y，　indi己a‘ヒing　tha七　七hese

parc七s　migh七　no・ヒ　be　a　七arge七　〇f　七he　minerai◎cor七icoids・

　　　　The　11β一｝ISD－2　enzyme　converts　giuc◎corticoids　七〇

receptor－ina巴tive　metabolites，　end◎悼ing日pe已iEicity　on七he

minera1◎corticoid　recep七〇r　and　m◎dulatin亨glucocor七ic◎id
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acce臼s七゜七he　9：uc・・。r七ic。id　recept。r・The・・β一HSD－2鋤獅

has　previ。u町been　1・ealized　in　high醐・unts　in　cia8sical

8°dium－transp。rting　epi七heliai　the虹蜘and　term　placenta　in

humans｛Snith　ca．，・996；Kr。z・wski　et2－a．Z．，1995｝Ky。88e草et

nt・’1996；Bur（，wn　Rlta，Z・’1996），　but　s七udie8　in七he　rat　have

been　1imi七ed　t。七he　dete。ti。n。f　mes自age櫛口。。d皇L五．，

19957　Ro工andエユ．，　1995｝．

　　　　　Developmen七a1　日七udieS　sh◎wed　rヒhe　presenee　of　1◎w　numbeエ8

0f　11β一HSD－2－po8　i七ive　七ubuies　in　the　f白ヒal　ra七　kidney　before

birth・Studies　in。ther日Pe・ie8　have　pr・vided　evidence　f。r

feta…βiHSD－2　activity．甘ith　highe醜緬。un七8　in七he　kidr：ey

｛Stewar七コe皇＿直ユ●，　1994），　whereas　in　the　raouse，　renai　11β一｝ISD－2

i1i］ma　i＄presen七by　13　day8　ge白ta七i。n，　preceding　the　apPearanee

。f　message。f賦era1。c。rti已・idエecep七。r｛Br謝n皇工．，1996｝．

　　　　The　bile　duct　and　gai　l　bladder　ab皐orb　wa七er　七〇　concentra七e

bile　fluid　（Tavoloni，　1985｝，　bu七　七his　pr◎eess　i8　not　kn◎m七〇

be　mediated　by　mineralocorticoids．

　　　　Cur主ently．　1it・ヒ1e　i8　kn◎wn　abou七　七he　m◎dulation　of　11β一

HSD－2　activi七y’ai七h。ugh　recent　8醐ie88ugge自t　that　it　C。uld

be　エegulated　by　the　protein　kina8e　A　pathway　｛Pasquare七七e」昆輻＿

」aユ●’　1996）　and　via　eor七icosteroid8　（Li」口●，　1996）・
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