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は じ め に

哺 乳動 物 に性 ホ ル モ ンを投 与 す れ ば性 行 動 に影 響

を与 える が,こ れ らの結 果 は 中枢 に依 存 して い る と

考 え られ るり一 方,性 ホ ル モ ン は しば しば 精 神 の興

奮 に関係 し2, 3,4),胎内 にお い て 過 剰 の性 ホ ルモ ンに さ

らされ る と性 の分 化 に関 係 す るだ け で な く,出 生 後

の 情 動表 出 に も影 響 を与 え る5).

私 達 はtestosterone及 び そ の代 謝 産 物 が情 動 表

出 に関 係 す る と考 え,そ の 基礎 的 知 見 を得 るた め に

中 枢 神 経 系 に お け るtestosterone代 謝 を追求 して

い る.著 者 は前 報6)で ラ ッ ト間 脳 ホ モ ジ ネー トと4

14 C-testosteroneをNADPHの 存 在 下 で イ ンクベ ー

トした.代 謝 産物 とし, dihydrotestosterone (DHT)

と5a-androstan-3α, 17β-diol (5α-A-diol)を

認 め,ラ ッ ト間 脳 に⊿4-3-ketosteroid 5a-oxido

reductaseが 存 在 す る こ とを確 認 した.更 に 中枢

作 用 薬 として臨 床 的 に 最 も多 く使 用 され てい るジフェ

ニル ヒ ダン トイ ン,イ ミプ ラ ミン 及 び ク ロル プ ロマ

ジ ン を ラ ッ ト腹 腔 内 に投 与 した後,間 脳 内 の本 酵素

活 性 を測定 した.そ の結 果,使 用 した薬 物 に よ り本

酵 素 活 性 が抑 制 され ると共 に 反 応生 成 物5a-A-diol

の 生 成 量 が有 意 に減 少 して い た.

本 論 文 で は この5α-A-diol生 成 減 少 につ い て更

に追 求 す るた め に基 質 に414C-DHTを 使 用 し,実 験

を行 い,本 反 応 に関 与 す る酵 素 の存 在 を認 め る と共

に本 反 応 に対 す る中枢 作 用 薬 の 影 響 を調 べ た.

実 験 方 法

1, ス テ ロイ ド

414C-dihydrotestosterone (specificac tivity

 50.6mCi/mM, New England Nuclear)及 び 〔1,

 2一3H(N))5a-androstan 3a, 17β-diol (spe-

cific activity 44Ci/mM, New England Nuclear)

は使 用 前 に薄 層 ク ロマ トグ ラフ ィー(TLC)で 精 製

した.

2. ラ ッ ト間 脳 ホモ ジネー ト及 びイン クベ ー シ ョンー

前 報6)の 方 法 で 行 った.ラ ッ ト間 脳 はpH7.0リ ン

酸 塩 系 緩 衝 液(イ オ ン強 度0.1)で ホモ ジ ネ ー トし,

pH7.0の イ ン クベ ー シ ョン メジ ウ ムで イ ン クベ ー ト

した.

3. 代 謝 産 物 の分 離 同 定 と転 換 率 の 測 定.

前 報6)の 方 法 で代 謝 産物 を分 離 し, TLC及 び ガス

ク ロマ トグ ラ フ ィー(GLC)で 同 定 した.酵 素 活 性

は5α-A-diolのpM/mg蛋 白質/120分 で現 わ した.

4. 酵 素 特 性 の検 索

1) 至 適pH:ラ ッ ト間 脳 ホ モ ジ ネ ー ト, 414C

DHTとNADPHが 存 在 す る イ ン クベ ー シ ョン メ ジ

ウ ム を リン酸 塩 系緩 衝 液(イ オ ン強 度0.1)で 一 定 の

pHに 保 ち,pH6.8～7.8の 範 囲 で酵 素 活 性 を測 定 し,

至 適pHを 求 め た.

II) Km値 の 測定:ラ ッ ト間 脳 ホ モ ジ ネ ー ト, 4.

14 C-DHTとNADPHが 存 在 す る イ ンク ベ ー シ ョン メ

ジウ ム にDHTを 加 え 基 質 濃 度 を1×10-3Mか ら1

×10-7Mま で変 化 させ,酵 素 活 性 を測定 したlLin

eweaver-Burkplotを 用 いKm値 を求 め た.

5. 中枢 作 用薬 投 与 が ラ ッ ト間 脳 にお け る5α-

A-diol生 成 に 与 える影 響.

体 重 約100gの 雄 ウ ィス タ ー系 ラッ トを1群7頭 と

し, 4群 に分 けた 。

中枢 作 用 薬 はコン トミン(R)(塩 酸 ク ロル プ ロ マ ジ ン

慣 用 名　 13
3a-Hydroxysteroid dehydrogenase, 3 a-hydroxysteroid: NADP oxidoreductase (E. C. 1. 1. 1.50);ƒ¢4

3-ketosteroid 5 a-oxidoreductase, 3-oxo 5 a-steroid: (acceptor) oxidoreductase (E. C. 1 . 3 . 99. 

5 ); testosterone 17ƒÀ-dehydrogenase, 17fl-hydroxysteroid: NADP 17ƒÀ-oxidoreductase (E. C. 1. 1. 1. 

64); NADPH, reduced form of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate.
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注 射 液10mg/2ml),注 射 用 ア レ ビアチ ンナ トリウ

ム(R)(ジ フ ェニ ル ヒダ ン トイ ン ナ トリ ウム250mg)及

び トフ ラニ ー ル(R)(塩 酸 イ ミプラ ミン注 射 液25mg/2

ml)を 使用 した.塩 酸 ク ロル プ ロマ ジ ン0.4mg/0.1

ml,ジ フ ェニ ル ヒダ ン トイ ンナ トリウ ム0.5mg/0.l

ml及 び 塩 酸 イ ミプ ラ ミン0.1mg/0.1mlに な るよ う

に生 理 食 塩 水 で希 釈 した もの と,対 照 と し,生 理 食

塩水 を それぞれ の群 に体 重100g当 り0.lmlず つ14日

間腹 腔 内 に連 続投 与 した.15日 目 に断頭 し,冷 却 生

理 食 塩水 中 に取 り出 した.軟 膜 及 び血 管 を取 り除 き,

間 脳相 当部 分 を分 離 秤量 後, 9倍 量 のpH7.0リ ン酸

塩 緩 衝 液 で ホ モ ジナ イズ した.実 験 方 法2及 び3に

従 って イ ン ク ベ ー トし,反 応 生 成 物 量 を測定 し,酵

素 活 性 を比 較 した.

実 験 結 果

1. 代謝 産 物 の 同 定.

I) TLCに よ る同 定:抽 出 分 離 した 試 料及 び そ

の ア セチ ル 化物 は展 開 剤(表1)でTLCを 行 った.

ラジ オ オー トス キ ャ ン ナ ー 及 び 硫 酸 発 色 に よ り5

α-A-dio1と 一致 した ス ポ ッ トを認 め る と共 に単 一

ス ポ ッ トを示 し,分 離 した ス ポ ッ トは認 め なか った.

 5a-A-dio1と5α 一androstan3β, 17β-diolは 展

開剤:エ ー テ ル:酢 酸 エ チ ル(95: 5)で 分 離 した.

II) GLCに よ る同 定:基 質 にDHTを 用 い,分 離

した試 料 は, N, Oー ビス(ト リメチ ル シ リル)一

アセ トア ミ ドで トリメチ ル シ リル エ ー テル 化 した.

充 填 剤 は2%XE-60 (chromosorb. w (A. W)

 MCS, 60～80mesh)及 び2%OV-17(chromo

sorb. (A, W)DMCS, 60～80mesh)を 用 い

た. 5α-cholestanを 内 部 標 準 と し用 い,表2の 条

件 でGLCを 行 っ た.表3は 分 離 した 試 料 のGLCに

よ る同定 を示 した もので代 謝 産 物 と して5a-A-diol

を認 め た-5α-A-dio1と5β-androstan-3α, 17

β-dio1は2%OV-17カ ラム で は分 離 し なか った が,

 2%XE-60カ ラム で分 離 した.

表1　 薄層 クロマ トグラフ ィーに使用 した

展開溶剤 系

表2　 ガス ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ る測 定 条 件

表3　 ステロイ ド誘導体 の相対保持時間

2. ラッ ト間 脳 中 のDHTか ら5α-A-diol生 成 に

関 与 す る酵 素 の特 性.

至 適pHは 約7.0(図1)で,Km値 は5.9×10-6M

(図2)で あ った.

3. 中枢 作 用 薬 のin vivo投 与 が ラ ッ ト間 脳5

α-A-diol生 成 に与 え る影 響.

図3は 中枢 作 用 薬 が5α-A-diol生 成 に与 え る影

響 を調 べ た もの で,反 応 生 成 物5α-A-diol量 は,生

理 食 塩 水 群110.5±25pM,ジ フ ェニル ヒダ ン トイ ン

群120.9±25.5pM,イ ミプ ラ ミン群108.9±17.5pM

及 び ク ロル プ ロマ ジ ン群144.3±33pM/mg蛋 白質/

120分 で あ った.反 応 生 成 物 量 は生 理 食 塩 水 群 を対 照

と し,使 用 したす べ て の中枢 作 用 薬 群 との 間にStud

ent's t-testを 用 い て 検定 した結 果,有 意 差 が 認 め
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られ なか った.図1　 ラ ッ ト間 脳3α-hydroxysteroid

 dehydrogenaseの 至 適pH

図2　 ラ ッ ト間 脳3α-hydroxysteroid

 dehydrogenaseの み か け のKm値

図3　 ラ ッ ト間 脳3α-hydroxysteroid dehydroge

nase活 性 に及 ぼす 中 枢作 用薬 の影 響

実 験例 数 π=7.実 験 値 はmean±S. D.で あ

る.

考 察

先 の 著者 の 報告 に お いて,ラ ッ ト終 脳 の25,000×

g上 清分 画 に お け るtestosterone 17β-dehydroge

nase活 性 に与 え る中枢 作 用 薬 の影 響 を検 し,ジ フェ

ニル ヒ ダ ン トイ ン と ク ロル プ ロマ ジ ン に よ り本 酵 素

活 性 が増 加 した7).また ラ ッ ト間 脳 ホ モ ジ ネ ー ト中 の

⊿4-3-ketosteroid 5α 一oxidoreductase活 性 は ジ

フ ェニ ル ヒダ ン トイ ン,イ ミプ ラ ミン及 び ク ロル プ

ロマ ジ ンに よ り低 下 した.そ して,そ れ と共 に 反応

生成 物5α-A-diolの 生成 量 が有 意 に減 少 して い る

こ とを確 認 し た61.

本 論 文 で, 5α-A-diol生 成 は3α-hydroxyste

roid dehydrogenaseの 作 用 によ る もの と考 え,至

適pHとKm値 を 測 定 した.そ して,中 枢 作 用薬 に

よる本 酵 素活 性 へ の 影 響 を検 討 した.

ラ ッ ト間脳 ホ モ ジ ネー トと414. C-DHTをNADPH

存 在 下 で イ ン クベ ー トした.反 応 生 成 物 はTLCと

GLCか ら主 要代 謝 産 物 は5α-A-diolで あ る こ と を

確 認 し た. Sholitonら81Massaら91 Rommertsら101

やDenefら11, 12はinvitroの 条 件 下 で ラ ッ ト脳 と

ラベ ル したtestosteroneを イ ン クベ ー トし, 5α-

A-diolの 存 在 を認 め て い る.一 方, Sholitonら13. 14)

は ラ ッ ト及 び サ ル を用 い,ラ ベ ル したtestosterone

のinfusionを 行 い脳 内 に5α-A-diolを 認 めてい る.

ラ ッ ト間脳 ホモ ジネー トにお け るDHTか ら5α-A-

diolへ の転 換 酵 素3α-hydroxysteroid dehydro

genaseの 至 適pHは7.0で あった が, pH6.0～7.8

の 広範 囲 にお い て強 い活 性 を示 した.

Shimazakiら15)は ラ ッ ト前 立 腺 のsoluble frac

tionに おいて本 酵 素 の 至適pHは ほ ぼ6.4で あ る と報

告 して い る.

本 酵 素 のKm値 は5論9×10-6Mで あ り, testoster

one代 謝 に関連 す る他 の 酵素 よ り も活 性 が 強 く,著

者 の実 験 結 果 か ら,ラ ッ ト終 脳 の25,000×g上 清 分

画 におけ るtestosterone 17β-dehydrogenaseに よ

るtestosteroneか ら⊿4-androstenedioneへ の転

換 は0.12%/mg蛋 白質/120分7),ラ ッ ト間 脳 ホ モ ジ ネ

ー ト中 の ⊿4-3-ketosteroid5α-oxidoreduetase

に よ るDHTへ の 転 換 は1.21%/mg蛋 白質/120分 で

あ り6), DHTを 基 質 とした 本実 験 で3α-hydroxyste

roid dehydrogenaseに よ る5α-A-diolへ の 転 換

は3.48%/mg蛋 白 質/120分 で あ った(表4).こ の

こ とは志 田 ら161の前 立 腺 にお け るtestosterone代

謝 に関 連 す る酵 素 活性 の傾 向 と一致 して い る.
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実 験 値 はmean±S. D.で あ る.

表4　 ラ ッ ト脳 にお け るtestosterone代 謝 に 関係 す る酵 素 活 性 の比 較

性 ホ ル モ ン は中枢 神 経 系 に お いて 性 行動 に関 係 す

るだ け で な く,し ば しば,精 神 の 興 奮 に 関係 し,思

春 期,月 経 周 期 及 び 妊娠 な どの性 周 期 に一 致 して 精

神 状態 に変 化 を起 す.そ こ で私 達 は精神 作 用 に及 ぼ

す 性 ホ ル モ ンの 役割 に つ い て 目 を向 けな が ら,中 枢

神 経 系 にお け るtestosterone代 謝 を手 掛 け る と同

時 に脳 組 織 内 に お け るtestosteroneとtestoster

one代 謝 産 物 が 精神 興 奮 の過 程 に どの よ うにか か わ

り合 い を持 って いるか につ い て知 見 を得 た い と考 え,

中枢作 用薬 が3a-hydroxysteroid dehydrogenase

活 性 に与 え る影響 を検 討 した.

本 実 験 で 使 用 した薬 物 は 本 酵素 活 性 に影 響 を与 え

な か っ た.

この 結 果, testosteroneは 間脳 内 に お いて,生 理

的条 件 下 で代 謝 され て い る可 能 性 が あ り,使 用 した

中枢 作 用薬 に より間脳 のtestosterone l7β-dehydro

genaseと ⊿4-3-ketosteroid 5α-oxidoreduct

ase活 性 が増 強 また は 抑 制 され る点 か ら, testost-

eroneあ るい はそ の代 謝 産 物 は脳 内 興 奮 に 関 係 し

て い る 可 能 性 が あ る.一 方, 3α-hydroxysteroid

 dehydrogenase活 性 は他 のtestosterone代 謝 に 関

連 す る る酵 素 よ り も強 く,ま た,中 枢 作 用 薬 は

本 酵 素 活 性 に 影 響 を与 え な い こ とか ら,精 神 興

奮 に 関 係 す る よ り も排 泄 型5α-A-diolへ 代 謝 さ

され て い く もの と考 え る.ま た,脳 に お い てtesto

steroneや ⊿4-androstenedioneはestrogenに 変

換 され る こ とか ら17, 18文19, 20, 21, 22, 23, 24こ の 代 謝 系 も精 神

作 用 に 意 味 を持 つ 可 能 性 も考 え な け れ ば な らな い.

結 語

414. C-DHTと ラ ット間 脳 ホ モ ジネ ー トをNADPH

の存 在下 で イ ン クベ ー トした.主 な代 謝 産 物 はTLC

及 びGLCで5α-A-diolで あ る こと を確 認 し た.こ

の 代謝 産 物 は酵 素 反応 に依 存 して い る と考 え,酵 素

特 性 を検 し,至 適pH7.0, Km値5.9×10-6Mを 得 た.

これ らの性 質 か ら,ラ ッ ト脳 に3α-hydroxysteroid

 dehydrogenaseが 存 在 す る こ と を確 認 した.

ま た,使 用 目的 の 異 な る中枢 作 用 薬 であ るジフ ェニ

ル ビダ ン トイ ン,イ ミプ ラ ミン及 び ク ロル プ ロマ ジ

ンを ラ ッ ト腹 腔 内 に14日 間 投 与 後,間 脳 内3α 一hyd

roxysteroid dehydrogenase活 性 を測 定 した.本 酵

素活 性 は生理 食塩 水 群 を対 照 と し,い ず れ の薬 物 群

に お いて も有意 差 を示 さな か った.

稿 を終 え るに 臨 み,御 指導,御 校 閲 を賜 わ っ た高

坂 睦 年 教 授 に 深甚 な る謝 意 を表 しま す.ま た,こ の

研 究 に深 い御 理 解 と御 援 助 を 頂 だ い た岡 山県 立 短 期

大 学,赤 木五 郎 学 長 お よ び黒 田正 清 教 授 に感 謝 しま

す.
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Steroid hormone metabolism in the brain:

Part 2. Occurence of 3 a -hydroxysteroid dehydrogenase

and the effect of central acting drugs on the enzyme activity.

By

Takao KANEYUKI

Institute for Neurobiology, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Mutsutoshi Kohsaka)

In previous study, I have reported that•@‡™4-3-ketosteroid 5a-oxidoreductase activity in 

the rat diencephalon was decreased by diphenylhydantoin, imipramine and chlorpromazine 

administered intraperitoneally. At the same time, it was observed that 5a-androstan-3a, 

17ƒÀ-diol formation was decreased. In this paper, I report on the occurrence of 3a-hydroxy

steroid dehydrogenase and the effect of the central acting drugs on the enzyme activity.

The results were as follows. 1) 0.2 u Ci of 4.14C-dihydrotestosterone (specific activity 

50.6mCi/mM), 1 ml of rat diencephalon homogenate (about 8 mg protein) and NADPH 

(95aM/L) were mixed together and the total volume was adjusted to 2.5ml with phosphate 

buffer (pH 7.0). The reaction mixture was incubated at 38 •Ž for 120min. with continual 

shaking, the reaction contents were exposed to air. A sample of enzyme preparation placed 

in a boiling water bath for 5min. was used as blank. Identification of the metabolite was per

formed by TLC and GLC. 5a-androstan-3 a, 17ƒÀ-diol was confirmed as principal metabolite. 

2) The occurrance of 3a -hydroxysteroid dehydrogenase was confirmed in rat diencephalon. 

Optimal pH of the enzyme was around 7.0 and apparent Km values was estimated as 5.9•~

10-6M. 3) Male Wistar rats weighing about 100g were divided into four groups. Each group 

received chlorpromazine HCl (0.4mg/0.1ml/100g body weight), imipramine HCl (0.1mg/0.1ml/

100g body weight), sodium diphenylhydantoin (0.5mg/0.1ml/100g body weight) or normal 

saline (0.1ml/100g body weight) intraperitoneally for 14 consecutive days respectively. 24 

hours following the last administration of the drug, the rats were killed by decapitation. Di

encephalon was removed and homogenated with 9 volumes of phosphate buffer (pH 7.0). 

Homogenated were incubation with dihydrotestosterone and NADPH for the estimation of 

the 3 a-hydroxysteroid dehydrogenase activity. The enzyme activity was not affected by these 

drugs.


