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サ イ ロ キシ ンくth y r o x in e 以 下 T ．と略I の 末梢作用 に 対す る阻害剤 を見出す目的で， ケ トン 基と フ ェ

ノ ー

ル 環， フ ェ ニ ー ル 環お よ びイ ミ ダ ゾ ー ル 環複合体な どの 化学物質の T 45
，

脱 ヨ ー

ド活性に 与える 阻害効

果 を検討し た．
2
，
4
，
4
，

トリ ハ イ ド ロ キ シ ベ ン ゾ フ ユ ノ ン く2
，
4
，
4
，
－t rih yd r o x yb e n z o ph e n o n e ， 以 下 T H B と

略l ， 2 ， 2
，

， 3 ， 4
，
4
，

ペ ン タ ハ イ ド ロ キ シ ベ ン ゾフ ユ ノ ン く2
，
2
，

，
3
，
4
，
4
，
－

p e n t a h yd r o x yb e n z o ph e n o n el ， 2 ， 2
，

，
3
，

3
，

，
4
，
4
，

ヘ キ サ ハ イ ド ロ キシ ベ ン ゾフ ェ ノ ン く2
，
2
，

，
3
，
3
，

，
4
，
4
，
－h e x a h y d r o x yb e n z o ph e n o n el ， 2 ア ミ ノ ベ ン

ゾ フ ユ ノ ン く2 － a mi n ob e n z o p h e n o n el ， 3 メ チ ル ベ ン ゾ フ ユ ノ ン く3 － m eth ylb e n z o ph e n o n el ， ケル セ テ ン

くq u e r c e ti n l ， 2 ， 4 ジ
ハ イ ド ロ オ キ ン メ チ ル ベ ン ゾフ ユ ノ ンく2

，
4 －d ih y d r o x y m eth ylb e n z o ph e n o n el ， 3 ベ

ン ゾイ ル ヒ ドラ トロ ピ ン酸 く3 －b e n z o ylh y d r a tr o p ic a cidl ， 2
，

，
4
，

，
6
，

トリ ハ イ ドロ オキ シ プ ロ ピオ フ ユ ノ ン

く2
，

，
4
，

， 6
，
－ t ri h y d r o x y p r o pi o ph e n o n eJ ， ア ル フ ァ 3 く2 ク ロ ロ フ エ ノ キ シI フ ユ ニ ー ル プ ロ ピオ ン 酸くa E3

く2
．

c hl o r o p h e n o x y l p h e n ylコ p r o pi o ni c a cidl ， ジ フ ユ ニ
ー ル ヒ ダ ン トイ ン くdi ph e n yl h y d a n t o i nl ， ス ピ ロ

ヒ ダ ン トイ ン くs pi r o h yd a n t oi n l お よ び オ フ タ ル ミ ン酸 くo ph th al mi c a c idl で 検討 し， その 結果 T H B に

最も強 い 抑制効果を認め ， 5 0 ％抑制量 くID 5 。1 は 10p
5
M で あ っ た ． T H B の 阻害効果 は T 45

，

脱 ヨ ー ド酵素

の 補酵素で ある N A D P H お よ び還 元 グ ル タ チ オ ン の 添加に よ っ て影 響 を受 けず， 基質 T 4 との 競合阻害と

考え られ ね． また 10－5 M T H B と 10－7 へ 1 0－8 M の 低濃度の プ ロ ピル チオ ウ ラ シ ル くp r o p ylth i o u r a cill ， 以

下 P T U と略1 の 併用 に よ り， 酵素活 性は相乗的に 阻害され た． また T H B く10
－ 5
M l はブ タ甲状腺培養細

胞か らの T 4 放出を促進 した が， T 4 か ら トリ ヨ
ー

ドサイ ロ ニ ン くtrii o d o th y r o n i n e ， 以 下 T ，と略1 へ の 転化

を抑制 し た．
ま た T H B は

12 5I ， T ．と ラ ッ ト肝 細胞膜 お よ び ヒ ト血 清 T 4結合 グ ロ ブ リ ン 汀4 －bi n di n g

gl o b u li nl と の 筋合 を競合的に 阻害 した．

一

九 幼君 ラ ッ ト に 2 週 間 1 旬 2 m g の T H B を皮下投与し て i n

Vi v o で T H B の 作用 を しら べ た ． その 結果
，
体重 増加率お よ び甲状腺重量の 減少， 甲状腺内 T 4 お よび T ，

含量 の 減少， 血 中 T 3濃度 の 低下 ， 肝の T 45
，

脱 ヨ ー

ド酵素， 肝 ミ トコ ン ドリ ア分画 の ア ル フ ァ グリセ ロ リ ン

酸脱水素酵素くa－gl y c e r o p h o s ph a t e d eh yd r o g e n a s e ， 以下 a ， G P D と 略J お よ び腎の ナ トリ ウム ． カ リ ウ

ム依存性 A T P ア ー ゼ くN a ， K d e p e n d e n t A T P a s e l の 各酵素活性の 低下 な どが認め られ た． しか しなが

ら血 中 T ．濃度は正 常域 に あ っ た ．
T H B と P T U 併用群 で は これ らの 変化が よ り顕著 に な り相乗効果 を認

め
， 甲状腺重 量 は対照群 に 比 し増大 し， 血 中 T 4濃度は低 下し た． さ ら に 妊 娠 お よび授乳期の ラ ッ トに 1 0 m g

の T 王1 B を投与す る と， 甲状腺 ホ ル モ ン の 依存鮮H 生後 1 旬 2 遇う に
一 致し て ， 新生 児ラ ッ トに 血 中 T 3濃

度の 低下 ， 肝 T 4 5
，

脱 ヨ
ー

ド酵素お よ び a － G P G 活性の 低下 をき た し た． 以 上 の 成績 か ら T H B は甲状腺か ら

の T 4 分 泌 を促進 す るが末棉組織 で は T 4 と の 競合阻害 に よ り T 4 5
，

脱 ヨ
ー

ド活性を抑制し て， 甲状腺機能低

下状態 をも た らす も の と 考えら れ る． 以 上 よ り T Ii B は標的組織に お ける 甲状腺ホ ル モ ン作用機序の 解明

に 有力な手段 とな る可 能性が ある．

K e y w o r d s T h y r o x i n e ， T rih y d r o x y b e n z o p h e n o n e ， T 4 5
，

－d ei o din a s e ，

C o m p et iti v e I n hibit o r

C o m p e titiv e I n hibit o r s of P e ri p h e r al T h y r o x i n e M et a b olis m 三 A M o d e of A cti o n o f

T ri h y d r o x y b e n z o p h e n o n e ． T a iz o E a t o ， D e p a rt m e n t of P edi a t ric s ， くD ir e c t o r こ P r of ． N ．

T a ni g u c hiJ ， S ch o ol of M e dici n e ， K a n a z a w a U ni v e r sit y ．
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甲状腺機能冗進症の治療剤 と し て従来よ り使用 さ れ

て い る抗甲状腺剤 は主 に 甲状腺 ホ ル モ ン合成阻害剤で

あ り
り2I

， 甲状腺ホ ル モ ン の 末輪作用 に 対す る競合阻害

物質 に 関す る 知見 は少 な い
3
－

91
． も し サ イ ロ キ シ ン

くth y r o x i n e ，以下 T ．と略l に 特異的な競合阻害物質が

見出され る な ら ば，甲状腺 ホ ル モ ン の 作用機序の解明，

さ らに は臨床応用の 面で有力 な手段と な るで あ ろう．

従来よ り カル コ ン構造 を有す る物質が脱 ヨ
ー

ド系に 対

し競合阻害作用 を示 す こ とが知 られ て い る
川

．
そ こ で

，

T 45
，

脱 ヨ ー

ド酵素活性 を指標 と して 種 々 の 化学的類似

構造 を有 する物質の活性阻害作 用 を検討 した．
とく に

そ の 効果 の 最 も強い 2 ， 4 ， 4
，

ト リ ハ イ ド ロ キ シ ベ ン ゾ

フ ェ ノ ン く2
，
4
，
4
，
，t ri h y d r o x yb e n z o p h e n o n e ， 以 下

T E B と略うを用 い て ，
T 4 の 分泌， 末梢代謝 に及 ぼす 影

響をin v it r o お よび i n v i v o で検 討し た．

材料 お よ び方法

工 ． 使用 案剤の 選 択 く図 り

1 ． フ ェ ノ ー ル 環， フ ユ ニ
ー ル 環 およ び ケ ト ン 基結

合複合体 と して

1 1 フ ェ ノ ー ル 環 2 ケが ケ ト ン基 で 結合 した構造の

2
，
4
，
4
，

トリ ハ イ ドロ キ シ ベ ン ゾフ ユ ノ ンくT H Bう， 2 ， 2
，

，

3
，
4
，
4
，

ペ ン タ ハ イ ド ロ キ シ ベ ン ゾ フ ェ ノ ン ほ，2
，

，
3
，
4
，

4
，
－

p e n t a h y d r o x yb e n z o ph e n o n el ， 2 ， 2
，

，
3
，
3
，

，
4
，
4
，
ヘ キ

サ ハ イ ド ロ キ シ ベ ン ゾ フ ェ ノ ン ほ，2
，

，
3
，
3
，

，
4
，
4
，

－

h e x a h yd r o x y b e n z o p h e n o n e l お よ び ケ ル セ チ ン

くq u e r c e ti n1 2 1 フ ェ ノ
ー ル 環 と フ ェ ニ ー ル 環が ケ ト

ン基で紆合 した構造の 2
，
4 ジ ハ イ ド ロ キシ メ チ ル ベ ン

ゾ フ ェ ノ ン く2 ， 4 －d ih y d r o x y m e th ylb e n z o ph e n o n e1

3 I フ ェ ニ ー ル 環 2 ケ とケ ト ン基 を有す る構造 の 3 ベ

ン ゾイ ル ヒ ド ラ ト ロ ピ ン 酸 く3 － b e n z o yl h y d r a t r o pi c

a c i d l ， 2 ア ミ ノ ベ ン ゾ フ ェ ノ ン く2 －

a m i n o b e n z o ph e n o n el お よ び 3 メ チ ル ベ ン ゾフ ユ ノ ン

く3 － m eth ylb e n z o p h e n o n el 一り フ ユ ニ
ー ル 環2 ケ に

ケ ト ン基 を有 しな い 構造の ア ル フ ァ 3 く2 ク ロ ロ フ エ

ノ キ シI フ ユ ニ ー ル プ ロ ピ オ ン 酸くばL3く2 － C h l o r －

o p h e n o x ylp h e n ylコp r o pi o n i c a c id 1 5 1 フ ェ ノ
ー ル 環

1 ケ と ケ ト ン 基を有す る 2
，

，
4
，

，
6
，

ト リ ハ イ ド ロ キ シ プ

ロ ピオ フ ェ ノ ンく2
，

，
4
，

，
6
，
－t rih yd r o x y p r o pi o p h e n o n e1

2 ． フ ェ ノ ー ル 環とイ ミ ダゾ
ー ル 環 に ケ トン 基 を有

す る構造の ジ フ ェ ニ
ー ル ヒ ダン トイ ン くdi p h e n ylh yd －

a n t oi nl お よ びス ピ ロ ヒ ダン トイ ン くs pi r o h y d a n t o i n1

3 ． 還元 グ ル タ チオ ン くr e d u c e d gl u t a th i o n e ， 以下

G S H と略l の 代謝産物 と して， 直鎖構造の － C O ． N H 基

を有す るオ フ タ ル ミ ン 酸 くo ph t h al m i c a cid1

4 ． 抗 甲状腺剤 と し て プ ロ ピ ル チ オ ウ ラ シ ル

くp r o p ylth i o u r a cil ， 以下 P T U と 晰 を用い た ． 各薬

剤は 0 ．0 1 ％N a O H で 10
－ 2 M に 溶解 し， さ らに 0 ．1 M

リ ン 酸緩衝液くp H 7 ．4うで所定の 濃度ま で 稀釈 して用い

た．

以 上 の 薬剤 は す べ て A ld ri c h 社く米国l 製を用 い た ．

1I ． 動 物

i n v i v o に は ウイ ス タ
ー 系雌 ラ ッ トよ り出生し た仔

ラ ッ ト を用い
，
ホ モ ジネ

ー

ト肝， 肝細胞膜調製お よび

肝細胞培養 に は 200 へ 2 5 0 g ウ イ タ
一

系雄 ラ ッ ト を用

い た ． 甲状腺細胞培養 に は ブ タ 甲状腺を用 い た ．

H I ． i n Yi t r o 実験系

1 ． 肝 T ヰ5
，

脱 ヨ ー ド活性 の 測定

ラ ッ ト肝 を エ
ー

テル 麻酔下で摘出し， 直ち に 5 倍容

の 5 m M E D T A を含む 0 ． 2 5 M シ ョ 糖 －3 m M トリス

塩 酸緩衝液 くp H 7 ．41 で ホ モ ジ ナイ ズ し た． 得ら れ た

20 ％肝 ホ モ ジネ
ー

ト を 20 0 0 r p m ， 4
0

C
，
1 0 分間遠心 し

た 後， 上 清 を 用 い て Ch o p r a の 方法 に 従 っ て T ．5
，

脱

ヨ
ー ド活性 を 測定 し た

3I
． 即 ち 20 ％肝 ホ モ ジ ネ ー

ト

20 0 p l ， 1 0 JL gノm l の L － T 45 0 JL l ， 被検薬剤稀釈溶液の 50

FLl に 2 0 0 JLl の 5 m M E D T A を 含 む O t l M リ ン 酸緩

衝液くp H 7 ．41 を加え全量 を0 ．5 m l と し， 3 7
0

C ， 6 0 分

間 イ ン キ エ ペ ー

ト後， 1 m l の エ タ ノ ー ル を加 え200 0

r p m ， 5 分間遠心した ．
上 清 を用 い て生 成 T 3 を2 抗体

ラ ジオ イ ミ ュ ノ アセ イ く栄研 T 3 リア キ ッ り 法で 測定

し， T 4 の非特異的交叉反応お よ び ホモ ジネ
ー

ト肝の 内

因性 T 3濃度 を補正 した後 ，
蛋白1 m g 当り， 1 時間の

T 3 生成量くn g J
I
h rl m g － p r O t ei nl で 算出 した． 蛋白定量

は L o w r y 法
I 118こよ り測定 した ．

2 ． T 4 脱 ヨ
ー

ド活性 に 及 ぼ す阻 害剤， 補酵素添加の

影響

前述 の T 4脱 ヨ ー ド活性測定系 に あ ら か じ め10
－

2

句 1 0
－ 6
M に 稀釈 した 被検薬剤 の 50 メイ1 を加 え た． 対照

は被検薬剤 の 代り に リ ン 酸緩衝液くp H 7 ．41 を同量 加え

た
． 各薬剤の T 4 脱 ヨ

ー

ド活性阻害効果は対照 に対する

生成 T 3 の 百 分率 で表 わ し， 5 0 ％抑制量 を工D 5 ．で 示し

た． 以 上 の 被検薬剤の う ち規定濃度内で 王D 5 0 が 得られ

た も の に つ い て N A D P H お よ び G S H の 添加 に よる

活性阻害効果の 解消の 有無 を検討 した ． 肝 ホ モ ジネ
ー

ト20 0 月1 ， 1 0 声 g の し T 45 叫1 に 10．
2
M 被検薬剤5 町l

を加 え たも の を各 4 系列ずつ 用 意 し， 各系列に 0 ．1 M

リ ン 酸 緩衝液 くp H 7 ．41 ， G S H く最終濃 度5 m M l ，

N A D P H く最終濃度0 ． 5 m M l お よ び G S H 十 N A D P H

く各々 上 記最終濃度う を加 え， 0 ． 1 M リ ン 酸綬衝液で

全量を 0 ． 5 m l と した
． 対照 の 4 系列に は被検薬剤の 代

り に リ ン酸緩衝液を加 え， 前述の 方法 に よ り生成 T 3 を

測定 した ． 各薬剤の T 4 脱 ヨ ー ド活性阻害効果を， 補酵

素 を添加 しな い 対照の 生成 T 3 に 対す る 百分率で算出

した
．
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3 ， T ．脱 ヨ
ー

ド活性 に対 する T 4 ， T H B の 用 量反応

関係

20 ％肝 ホ モ ジネ
ー

ト 20 0 月1 ， しT 45 0 メ1 ， T H B 5 0 ノバ

に 0 ． 1 M リ ン 酸緩衝液 くp H 7 ．41 を加 え て全量 を 0 ． 5

m l とし た ．
しT ．最終濃度1 ． 3 JL M ， 6 ■ 5 JJ M ， 1 3 JL M ，

T H B の 最終濃度 を10檜
5
M
，
3 X lO

－

5 M
，
1 0

． 4
M
，
3 X

灯
4
M に 調製 した．

3 7
0

C
，
6 0 分間イ ン キ エ ペ

ー

ト後
き

生成 T 3 を前述の 方法で測定 した． 生成 T き濃度， し T 4

濃度お よび T H B 濃度 に よ る用 量反応関係 を ライ ンー

ウ ェ バ
ー

，
バ ー ク プロ ッ ト法に よ り検討 した．

4 ． T ．脱 ヨ
ー

ド活性 に対 する T H B と P T U の 併用

効果

T H B l O
－ 5
M
，
10

－ 6
M と P T U lO

， 8
旬 1 0

－ 5 M の漉度 で

検討した． 前述の実験系に T H B と P T U を加 え， 0 － 1

M リ ン 酸綬衝液くp H 7 ，41 を加 え全量 を 0 ． 5 m l と した ．

対照は被検薬剤の 代 り に リ ン酸緩衝液 を加 え， 前述 の

方法に よ り生成 T 3 を測定 した．
T 4 脱 ヨ ー ド活性阻害

効果を対照生成 T 3 に対 す る百分率で算出した ．

5 ． 甲状腺細胞培養法

無菌的に 摘出され た ブ タ甲状腺 を努刀 を用 い て細切

り した． 細切 り した 甲状腺は ph o s p h a t e b u ff e r s ali n e

くD ul b b e c c o P B Sく
－

1 ， 日水製薬， 東京l で 洗浄した

後， 0 ． 02 ％E D T A を加 えた 0 ． 0 5 ％ トリ プ シ ン くDif c o

L a b o
， 米国l 液 くp H 7 ．41 で 38

0

C
，
2 0 分間振過 し連続

消化した ． ナイ ロ ン ス トッ キ ン グ で 濾過 し， 濾液 を

50 X g ， 3 分間低速遠心 して甲状腺細胞 を単離 した． 細

胞は トリバ ン プ ル
ー で染色 し vi a b ilit y を算出 した． 培

地は B a m F 1 2 く日水製薬， 東京う を用 い ， 1 0 ％ウシ

胎児血清 くF e t al c alf s e r u m ， 以下 F C S ， G ib c o L ab o ，

米国う， 10 ノノgノm l カナ マ イ シ ン， 1 00 U ノm l ペ ニ シ リ ン

お よ び10 p U l m l ウ シ T S H くA rm O u r T h y r o t r o pi n l

を加 えて 作成 し， フ ァ ル コ ン 社製組織培養 フ ラ ス コ

くN o ． 30 1 31 を用 い ， 3 7
0

C
，
5 ％C O 2 ， 9 5 ％Ai r で培養

し
，
培地の 交換 は2 日 に 1 回行 っ た ．

6 ． 甲状腺培養細胞 に 及 ぼ す T H B の 影響

培養5 日目 の 甲状腺単層培養細胞 を 1 m M E D T A

を含む 0 ． 0 5 ％ トリ プ シ ン液くp H 7 ．4うで 集め ， 5 0 x g ， 5

分間低速遠心 して 甲状腺細胞を単離 し， ク レ ブス ． リ

ンゲ ル 重炭酸緩衝液 くp王17 ．41 で 5 X lO
6

ノm l の 細胞浮

遊液を調製 した ．
フ ァ ル コ ン チ ュ

ー ブ くN o ． 2 0 73フ に

200 ノJl の 甲状腺細胞浮遊液と， 50 ノJl の T H B く最終濃

度10
－ 5
M l 又 は P T U く最終濃度 1 0

－ 5
M l を加 え， 3 r C ，

5 ％C O 2
，
9 5 ％A i r 下 で イ ン キ エ ペ ー 卜 した

．
6
，
1 2

，

2 4 お よび 4 8 時間後， チ ュ
ー

ブ を遠心 し細胞と 上 清を

分離した． 上 清の T 4 ， T 3 を2 抗体ラ ジ オイ ミ ュ ノア セ

イ く栄研 T 4 ， T 3 リ ア キ ッ り で 測定 した． 超音波細胞

破壊操作 くT o m y －S eik o H a n d y s o n i c ， 東京l 後，

2 7 7

胞内 T 4 ， T 3 を同様に 測定した．

7 ． 肝細胞培養法

無菌的に 摘出した ラ ッ ト肝 を努刀 を用 い て細切 り し

た． 細切 り した肝細胞 は ハ ン ク ス 液 ほ 水製薬， 東京I

で洗浄後， 0 ． 0 5 ％コ ラ ゲナ ー

ゼ くSi g m a ， T y p e H 液

くp H 7 ．41 で 1 0 分間振逢 し連続消化 した．
ナイ ロ ン ス

ト ッ キ ン グ で濾過して得 られ た単離細胞 を ハ ン ク ス 液

で 50 X g ， 5 分間低速遠心し， トリバ ン プ ル
ー で染色 し

vi a b ili ty を 算 出 し た． 培 地 は 10 ％F C S お よ び 29 2

m g ハ の し グル タ ミ ン を含 むイ
ー グル ミ ニ マ ル エ ッ セ

ン シ ャ ル 培地 くE a gl e M i n i m al E s s e n ti al M e di u m ， 以

下 M E M と略， 日水製薬， 東京う を用い ， フ ァ ル コ ン

社製組織培養フ ラ ス コくN o ． 3 0 1 3うを用 い ， 3 7
ウ

C ， 5 ％

C O 2 ， 9 5 ％A i r 下で培養した ．

8 ． 培 養肝細胞 の T 4脱 ヨ ー ド活性 に 及 ぼ す T H B

の影響

培養3 日目の 肝細胞 を 3 m M E D T A を含 む 0 ． 2 ％

トリ プ シ ン くp H 7 ．4コ で集 め， 5 0 X g ， 5 分間低速遠心

した後
，
M E M を加 え肝細胞浮遊液を調製 した． 0 ．2 5

JL M L
－ T
ヰ
お よ び各濃度 く10

一 し － 1 0
－ 4
M l の T H B を加

えた M E M 培地を フ ァ ル コ ン チ ュ
ー

ブ くN o ． 2 0 7 3J に

分注 し
，
各 チ ュ ー

ブ は 1 X l O
6 の 肝細胞数 に調製 し全量

を 5 m l と した ．
3 r C

，
5 ％C O 2 ， 9 5 ％Ai r 下でイ ン キ ュ

ベ ー 卜 し
，
3
，
6
，
1 2 お よ び 24 時間後 に培地の上 浦1 00

メ1 を取り生成 T 3 を前述の 方法で測定した．

9 ． 肝細胞膜 T 4 受容体 に対す る T H B の 影響

ラ ッ ト肝細胞膜調製 は E m m el e t 法
1 2
りこよ っ た

．

製肝細胞膜 と 0 ．1 Jj M
1 2 5
I － T 4 く12 0 0 JL CilJL g ， N e w

E n gl a n d N u cl e a r C o r p ． ， 英国l を含む 300 FLl の 2 0

m M T ri s － H C l － 2 m M E D T ん1 m M M g C1 2
－1 0 m M

N a Cl ，0 ．2 M s u c r o s e － 1 m M dith i o th r eit olくp H 7 ，41 を氷

水中で プ レ イ ン キ ュ ベ
ー

卜した ．
1 時間後 T H B く10

－ 6

へ 1 0－4 M ン又 は 非標識 しT 4く10
－ 7
句 10

－ 5
M うを加 えて 全

量を 1 m l と した ． T H B 又 は非標識 し T ．を加え て か

ら 5 分， 1 0 分， 3 0 分後 に 10 0 0 0 X g ， 2
8

C
，
5 分間遠心

し
，
上 清を捨て沈溶の 放射清性 をア ロ カオ

ー

トガ ン マ

ス ペ ク トロ メ
ー

タ
ー

で カ ウ ン ト した． 肝細胞膜 T 4受容

体と 1 2 5l ． T 4 結合阻害効果は， T H B お よび非標識 L － T ．

添加前の 沈液中の 放射活性 に 対す る 百分率 で 算出 し

た．

1 0 ． T 4 結合グ ロ ブリ ン くT 4 －b i n di n g gl o b uli n ， 以下

T B G と 略1 の T 4 結合能に 与え る T H B の 影響

栄研 チ ュ ー ブ に 50 JLl の 標 準 T B G 血 清 く2 jL gl m l ，

栄 研 T B G リ ア キ ッ トl と 50 JL l の T H B く最終 濃度

10－8 旬 1 0
p 5
M l ， 10 0 JLl の

1 2 5
I － T ． く1 20 0 JL Cil JL g ， N e w

E n gl a n d N u cl e a r C o r p ． ， 英 副 を加え， 0 ． 1 M リ ン

酸緩衝液くp H 7 ．41 で 全量 を250 ノ上1 と した． 同 一 T H B



2 7 8 加

濃度の チ ュ ー ブ 3 系列 をつ く り， 各々 に 0 ， 5 ， 5 0 r l M

の 非標識 し T 45 叫l を加 え室温 で 3 時間放置 し た後，

ウサ ギ抗 T B G 抗血 清を 200 声1 加 え， 1 時間室温に 放

置 した． 抗 ウサ ギ1 g G ヒ ツ ジ血 清 を1 00 ノ上1 加 え室温 に

30 分放置乳 300 0 r p m ， 4
O

C ， 3 0 分間遠心 し， 上清 を

捨 て 沈漆の 放射活性 をオ ー ト ガ ン マ ス ペ ク ト ロ メ
ー

タ ー け ロ カ社
，
東京う で カ ウ ン ト した ． 各サ ン プ ル

の
12 5
I － T ．と T B G の 結合能 を， T H B お よ び非標識 T 4

を加 えな い 対照 に 対す る 放射活性 の 百分率 で 算出し

た．

N
．
i n Yi Y O 実験系

1 ． 幼若 ラ ッ トに お け る T H B 投 与の T 4 末棺 代謝

へ の影響

11 3 週日齢の ウ イ ス タ ー 系 ラ ッ トを 4 群に 分け，

対照群， T H B 投与 群， P T U 投 与 群， T H B お よ び

P T U 併用群 と した．
T H B は 皮下 投与と し， 第 1 過 は

1 m g を 7 日間連 日， 1 日 1 回 ， 第2 過 は 2 m g を 7 日

間連日 1 日 1 回投与 した ．
P T U は 0 ． 0 1 ％溶解液 を特

殊給水ボ ト ル で自由飲水さ せ た． 対照群に は生食 を皮

下投与 した． 実験第 15 日 に ラ ッ トを エ ー

テ ル 麻酔下で

心腔穿刺 に よる採血後， 直 ち に肝 ． 腎お よ び 甲状腺を

摘出 し
，
血液 は血清分離 し， T 4 ， T 3 濃度 を前述 の 方法

で測定 した．

甲状腺は重量計渕の 後 0 ． 1 M リ ン酸緩衝液くp H 7 ．41

を加 えて ホ モ ジナイ ズ し， エ タ ノ ー ル で 抽出 した甲状

腺内 T 4 お よ び T 3 を前述の 方法で測定 した． 摘出肝お

よ び 腎は直 ち に ホ モ ジナイ ズ し， T 45
，

脱 ヨ ー

ド活性， ア

ル フ ァ グ リ セ ロ リ ン 離脱水素酵素くLr － gl y c e r o ph o s ．

p h a t e d e h yd r o g e n a s e ， 以下 a － G P D と 略仁清性 お

よ び N a － K 依 存 性 アデ ノ シ ン 三 リ ン 酸 酵素 くN む K

d e p e n d e n t A d e n o si n e T ri ph o s ph a t a s e ， 以下 N a ．

A T P ア
ー

ゼと 略う 活性 の 測定に 用 い た．

2 う 3 週日 齢の ウイ ス タ ー 系ラ ッ ト 30 匹 に 0 ． 0 5 ％

P T U を特殊給水ボ トル で 12 日 間自由飲水さ せ て ， 甲

状腺機能低下 ラ ッ トを作成 した． 実験第 13 日 に P T U

継続投与群 6 匹 を機能低下対照群と して残 し
，
残りの

24 匹 の腹腔内に しT 4 2 0 捕 を 1 回投与 した． 第 14 日

に そ の 24 匹 を 4 群 に 分 け， T 4 補充対照群くT H B 非投

与群1 を除く 3 群に それ ぞ れ 0 ． 2 m g ， 2 m g ， 1 0 m g の

T H B を1 日 1 回， 4 日間連続皮下投与し た． 対照群 に

は生食 を皮下投与 した． T E B 最終投与の 翌 日， ラ ッ ト

を エ
ー

テ ル麻酔下 で心 腱穿刺に よ る採血 後直 ちに 肝，

腎を摘出し， 血液は血 清を分離 し， T 4 お よ び T 3 濃度を

前述の 方法で測定 した． 摘 出肝 お よび 腎は直 ちに ホ モ

ジナイ ズ し， T 45
，

脱 ヨ ー

ド活性， a － G P D お よび N a － K

A T P ア
ー

ゼ活性の 測定 に 用 い た ．

2 ． 肝 ミ トコ ン ドリ ア分画 ぽ － G P D 活性の 測定

肝 ミ ト コ ン ド リア 分画の 調製 は L e e 法
工3，
に よ り

， か

G P D 活性 測定は L e e の 変 法
1 3I に よ っ た

．
1 5 jL M の ア

ル フ ァ グ リ セ ロ リ ン 酸 くa －

gl y c e r o p h o s p h a t e
，

S i g m a l ， 1 2 ．5 JL M K 2 P O ，お よび 0 ■3 JL M K C N の 混

合液くp E 7 ．別 の 1 0 0 メイH こ 5 0 ノノ1 の 肝 ミ ト コ ン ドリ ア分

画調製液 を加え ， 3 0
0

C
，
10 分間イ ン キ ュ ベ ー トした．

3 0 0 JLl の 蒸 留水 を 加 え た 後， 2 0 0 JLl の P M S －I N T 液

C2 ．5 m g ph e n e zi n e m e th o s ulf a t e お よ び 4 m g の

2 － P
－i o d o p h e n yl

－3 －

P－n it r o ph e n y ト5
－ p h e n yl m o n o t e tr a －

Z Oli u m c hl o ri d e を 1 m l の 0 ， 5 M リ ン 酸カ リ援 衝液

に溶解うを加 えた ． 1 5 分間室温 に 放置後 100 ノ上1 の 10 ％

トリ ク ロ ロ 酢 酸 くt ri ch l o r o a c e ti c a cidl を加 え， さら

に 95 ％ エ タ ノ ー ル 2 ． 5 m l を加 え遠 心 し
，
上 浦を比 色

光度計 ほ 立ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー

， 24 型 ， 東京H こよ り

測 定 した ． a
－ G P D 活性はj L M l m i nl m g－－．．．P r O t ei n で 算出

し， 蛋 白定量 は L o w r y 法 に よ っ た ．

3 ． 腎 N a ． K A T P ア ー ゼ活性 の 測定

腎細胞膜 の 調製お よ び N a － K A T P ア
ー

ゼ活性の 測

定は Ch u － S h e k の 方法 川 に よ っ た ． 5 0 jLl の 細胞膜調製

液に ， 4 0 0 J Ll の 0 ． 1 M N a C l
，
0 ． 0 2 M K C l

，
0 ． 00 3 M

M g C 1 2 ， 0 ． 0 0 1 M E D T A を含む トリ ス 一

塩酸緩衝液

くp H 7 ．41 を加 え， 3 0 m M A T P を 50 j Ll 添加 し， 37
0

C
，

15 分間イ ン キ エ ペ ー ト した
．
1 0 0 ノJl の 3 0 ％ トリ ク ロ

ロ 酢酸 を加 え， 遠心 後 上 清200 ノJl 中の 生成無機 リ ン

くPil を Fi sk e 法1 51に よ り 測定 し， 総 A T P ア ー ゼ清性

と した
． 同様 に し て N a Cl ， K Cl を含ま な い 綬衝液を用

い て マ グ ネ シ ウ ム ーカ ル シ ウ ム 依存性 A T P ア
ー ゼ

くM g － C a d e p e n d e n t A T P a s e ト活性を測定 し， 両者の

差 を N a － K A T P ア
ー

ゼ活 性と した ． 活性 は m M －P il

m i n l m g － p r O t ei n で 算 出 し， 蛋 白 定量 は L o w r y 法 に

よ っ た ．

4 ． 胎 児お よび 新生 児 ラ ッ ト に 及 ぼ す T H B の 影響

妊尭辰1 週 の ウ ィ ス タ ー 系雌ラ ッ ト を4 群 に 分け， I

群 は 出産前後 に わ た る 2 週 間 10 m g の T 日B を 1 日

1 回 連 日腹腔内投与し た．
工I 群 は出 産直後よ り 2 週間，

工工1 群 は 出産 後 8 日 よ り 1 4 日 ま で の 1 週間同様の 処置

を行 い ， 対照 群 に は 出産前後の 2 週間生 食 を腹腔内投

与 し た． 仔ラ ッ トは 3 週 日齢に エ ー

テ ル 麻酔下 で の 心

腔穿刺採血後直 ちに 肝 を摘出し た．
血 液は血 清分離し，

T 4 お よ び T 3 を 前述の 方 法で測定 し， 摘 出肝 で T 45
，

脱

ヨ
ー

ド活性お よ び 戊 － G P D 活性を測定 した．

成 績

1 ． T 4 脱 ヨ ー

ド酵素活性 に 及 ぼ す 化合物 お よ び補

酵素の 影響

使用 した 各種化合物 は王D 50 に 塞 き 3 群 に 分け ら れ
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i n cl u d e s ph e n o li c o r p h e n yli c c o m p o u n d s c o n t ai n i n g k e t o n e g r o u p o r e th e r b rid g e ． G r o u p 2

C O n Si st s o f i m id a z ol ． ri n g c o m p o u n d s a n d g r o u p 3 h a s li n e a r st r u c t u r e wi th f u n c ti o n a l k et o n e g r o u p s

a n d － N H － b rid g e s ．
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Fi g ． 2 ． R e st o r a ti o n o f T ．5
，
－d ei o d i n a s e in h ib i ti o n wi th th e a d d iti o n o f

N A D P H a n dノo r r e d u c e d gl u t a thi o n e くG S 印 ． H e p a ti c T ．5
，
－d ei o d i n a s e

a c ti v it y w a s a s s a y ed i n th e p r e s e n c e o f lO．
4 M i n h ib it o r w ith O ．5 m M

N A D P H くこコ1 ． 5 m M G S H 帽軌 ，
0 ．5 m M N A D P H 十5 m M G S H く伝頚l o r

wi th o u t th e c o f a c t o r s く増訂I ． E a c h v al u e r e p r e s e n t s m e a n o f d u pli c a t e

S a m pl e s a n d i s e x p r e s s ed a s a p e r c e n t a c ti v it y f o r c o n t r o I s a m pl e s w ith o u t

i n h ib it o r ． T H B
，
t rih y d r o x yb e n z o p h e n o n e 三 D H B ， d ih yd r o x y

－

m e th ylb e n
－

Z O p h e n o n e i Q ， q u e r C e ti n 三 S P H ， S pi r o h vd a n t oi n こ O A ， O p h th al m i c a c id ．

た ． 即 ち T H B が 10
－ 5
M で 阻害効果が最も強く， 以 下

10
－ 4 M の 2

，
4 ジ ハ イ ド ロ キ シ メ チ ル ベ ン ゾ フ ユ ノ ン

お よび 3 ベ ン ゾイ ル ヒ ド ラ ト ロ ピ ン酸
，
1 0

－ 3
M の ケル

セ ナ ン
，
ア ル フ ァ ー 3 く2 ． ク ロ ロ フ エ ノ キ シフ フ ェ ニ

ー ル プ ロ ビオ ン酸， ジフ ユ ニ ー ル ヒ ダン トイ ン
，
ス ピ

ロ ヒ ダ ン トイ ン の 順で あ り， 2
，
2
，

，
3
，
4
，
4
，

ペ ン タ ハ イ ド

ロ キ シ ベ ン ゾフ ェ ノ ン
，
2
，
2
，

，
3
，
3
，

4
，
4
，
ヘ キ サ ハ イ ドロ

キ シ ベ ン ゾ フ ユ ノ ン
，
2
，

，
4
，

，
6
，

トリ ハ イ ド ロ キ シ プ ロ ピ

オ フ ェ ノ ン
，
2 － ア ミ ノ ペ ン ゾフ ェ ノ ン

， 3 ． メ チ ル ベ ン ゾ

フ ユ ノ ンお よ び オ フ タ ル ミ ン酸 に は検討し た濃度範囲

で は T 45
，

脱 ヨ ー

ド活性抑制効果 を認 め なか っ た ． 陽性

対照 と して 用 い た P T U の I D 5 。は 10－
6
M で あ っ た

く図 11 ．

2
，
4 ジ ハ イ ド ロ キ シ メ チ ル ベ ン ゾ フ ユ ノ ン お よ び ス

ピ ロ ヒ ダ ン ト イ ン の 阻害効果 は N A D P H お よ び

G S H の 添加 に よ り 回復 したが ， T H B お よ び ケ ル セ チ

ン で は阻害効果の解消を認 めな か っ た く図2 う．

2 ． T 4脱 ヨ ー ド活性 に対 す る T 4 ， T H B の用 量反応

関係

T H B の T 45
，

脱 ヨ ー

ド活性阻害効果 は基質 T 4濃 度

依存性 で ライ ン ． ウ ェ ー バ ー

，
バ ー ク プ ロ ッ ト解析よ

り， そ の阻害形式 は基質 T 4 との 競合阻害と考 え られ た

く図 3う．
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7

M I

F i g ， 3 ， L i n e
－ W e a v e r B u r k pl o t s o f th e d o s e－

r e s p o n s e r el a ti o n s hi p b e t w e e n T H B a n d g e n e
－

r a t e d T 3 ． T h e r el a ti o n w a s e x a m i n e d i n th e

p r e s e n c e o f O M くX l ， 10M
5
M く砂l ， 3 X l O－

5
M く0 1 ，

1 0
－ 4 M くA l ， 3 X l O

－ 4
M くA l o f T H B ． E a c h v al u e

r e p r e s e n t s m e a n o f d u pli c a t e s a m pl e s a n d th e

r e g r e s si o n li n e s 甲e r e O b t ai n e d b y th e l e a s t s q u a r e

m e tb o d ．
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F i g ． 4 ． C o m bi n e d eff e c t o f T H B a n d P T U o n T ．5
，
－ d ei o di n a s e a c ti vit y i n f r e sh くp a n el

A l a n d st o c k e d くp a n el B 1 1i v e r h o m o g e n a t e s ． T ．5
，
．d ei o d i n a s e a c ti v it y w a s a s s a y e d

wi th t h e a d diti o n o f l O
－ 6
M く0 1 ， 1 0

－ 5
M く固I o r w ith o u t T H B く砂1 t o v a ri e d d o s e s く0

－10
－ 5
M l o f P T U ． I n st o c k ed li v e r h o m o g e n a t e ， 0 ．5 m M N A D P H a n d 5 m M G S H

w e r e a d d ed a s th e c o f a c t o r s ． V al u e s a r e e x p r e s s e d a s a p e r c e n t a c ti vi ty o f c o n t r oI

S a m pl e s w ith o u t i n hib i t o r s ．

3 ． T 4 脱 ヨ
ー

ド溶性 に 対する T H B と P T U の 併用

効果

低濃度く1 0．6 ， 1 0
－ 7
M l の P T U くI D 5 。 こ 1 0．

6 M l と 10．5

M T H B の 併用 で 明 ら か な T ．5
，

脱 ヨ
ー ド 活性抑制相

乗効果を認 めた く図 41 ．

4 ． 甲状腺培養細胞 に及 ぼす T H B の 影響

培地中 へ の T 4 分泌 は 1 0－
5
M T H B の 添加 で 促進く24

時間後 189 ％I さ れ
仁
逆に T 3 分 泌 は培養24 時間以降 も

抑制 く48 時間後 59 ％1 さ れた く図5 う． 一 方 ， 甲状腺

細胞内 T 3 は培養 24 へ 4 8 時間は培地中の T 3 に 平行 し，

対照 の 50 ％に 減少 した ． 甲状腺細胞内 T 4濃度 に は対

照 と差が な か っ た く図 6う．

5 ． 培養肝細胞 に 及 ぼ す T 王1 B の 影 響

培養肝細胞 に お け る L － T ．か ら T 3 へ の 転化 は 10－
5
M

T H B の 添加に よ り， 肝 ホ モ ジネ ー トの 場合 と 同様 に

抑制 く24 時間後6 1％う さ れ た く図7 1 ．

6 ． 肝細胞膜 T 4 受容体 に 対する T H B の 影響

肝細胞膜 T 4 受 容体 に 結合 した
1 2 5
I － T 4 は ， 1 0－

4
ノ ー 1 0．6

M T H B に よ り濃度依存性 に 排除さ れ た く図 8う．

7 ． T B G の T 4 結合能に 対す る T H B の 影響

12 5
I － T 4 と T B G の 結合は， 1 0T

3
へ 10－6 M T H B に よ り

濃度依存性 に 阻 害され た ． 1 0－3 M T H B の 阻害効果 は

50 n M の 非標識 し T 4 の 添加で 解消した く図9 う．

8 ． 幼 若 ラ ッ トに お ける T H B 投与 の T ．代謝 へ の

影響

1 う 体重増加率 く図 101
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F i g ． 5 ． E ff e c t o f T H B o r P T U o n s e c r e ti o n o f T 3

くu p p e r p a n ell a n d T 4 くl o w e r p a n eりi n t o m ed i u m

f r o m c u lt u r e d th y r o id c ell s ． T H B くA l o r P T U

く嶺I w a s a d d e d a t l O
－ 5
M c o n c e n t r a ti o n a n d

r el e a s e o f T 3 a n d T ． d u ri n g 48 h r s of i n c u b a ti o li

p e ri o d w a s c o m p ai r e d w i th c o n t r ol くゆ1 ． E a ch

V al u e r e p r e s e n t s m e a n of t ri pli c a t e s a m pl e s ．
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Fi g ． 6 ． E ff e c t o f T H B o r P T U o n i n t r a c ell ul a r

C O n C e n t r a ti o n o f T 3 くロp p e r p a n ell a n d T ．くl o w e r

p a n ell i n c ul t u r ed th y r oid c ell s ． T H B くA I o r

P T U くホI w a s a d d e d a t l O－
5
M c o n c e n t r a ti o n ．

A ft e r O
，
6
，
1 2

，
2 4 a n d 4 8 h r s o f i n c u b a ti o n

，
th y r oid

C ell s w e r e s e p a r a t e d b y c e n t ri fu g a ti o n ， W a Sh ed ，

S O n ifi c a t e d a n d T 3 a n d T 4 C O n C e n t r a ti o n s w e r e

a s s a y ed ． C o n t r oI v a l u e s a r e e x p r e s s ed wi th く砂I ．

n 扉
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q O O

3 00
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6
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－ 6
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－ ヰ
M くホl o r w i th o u t

T H B く砂l ． A f t e r 3 ， 6 ， 1 2 ， a n d 2 4 h r s of i n c u b
－

a ti o n
，
T 3 C O n C e n t r a ti o n i n th e m e d i u m w a s

m e a s u r ed ． E a c h v al u e r e p r e s e n t s m e a n o f t ri
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Fi g ． 8 ． D i s pl a c e m e n t o f
12 5
I － T ． b o u n d t o pl a s m a

m e m b r a n e f r o m li v e r b y T H B くu p p e r p a n e11 a n d

b y c ol d T 4 ． A ft e r 60 m i n o f e q u ili b ri u m ， 1 0－
6 M

くe l ， 1 0．
5
M くX l ， 1 0－

4
M くA I T H B o r l O．

7
M く軌

1 0T 6 M くX I ， 1 0
－ 5
M くA I T ． w e r e a d d ed ． A ft e r 5

，
1 0

a n d 30 m i n
，
r a d i o a c ti v it y o f m e m b r a n e p ell e t w a s

m e a s u r e d ， a n d c o u n t w a s e x p r e s s e d a s a p e r c e n t

O f c o n t r oI s a m pl e s w ith o u t T H B n o r T 4 ． O n

m ol a r b a si s
，
d i s pl a ci n g p o t e n c y o f T H B i s o n e

t e n th o f T 4 ．

二
0

土
r

O

U

－

0

ボ
ー

Fi g ． 9 ． C o m p e titi v e i n hi biti o n of g r a d e d d o s e s of

T H B w ith T 4 i n
1 2 5I ． T 4 b i n di n g t o th y r o gl o b uli n

．

bi n d i n g p r o t ei n くT B GI ． M i x t u r e o f T B G く2FL gl

m り
， g r a d e d d o s e o f T H B く10－

6
－ 10

－ 3
M l ，

1 2 5
I － T 4 a n d

u n l a b ell e d T ． く0 ， 嶺 i 5 n M ， 砂 ニ 50 n M ， A I w a s
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．
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i s a tt e n u a t e d 壷ith th e a d di ti o n o f c old T 4 ．
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T H B 群 お よ び P T U 群の 平均体重増加率は対照群

に比 して軽度低下 して い たが ， 統計学的有意差は認め

られ なか っ た ． しか し T H B ＋P T U 群 の 増加率は対照

群に比 し有意に 低下 して い たくp く 0 ．0 1う． 外見上特 に

4 芦 W
■ g 亡 I n w モ ーk 8

F ig ． 1 0 ． B o d y w ei g h t g a i n ． B o d y w ei gh t g ai n o f

y o u n g r a t s a d m i ni s t e r e d T H B くA I ， P T U くO I ， a n d

T H B ＋P T U くムI in c o m p a ri s o n wi th c o n tr ol く砂I ．

V e r ti c al b a r i n di c a t e s m e a n 土 S D ．

ホ

p く0 0 05 ，
ホ 韓

p く0 ．0 1 v s c o n t r o l g r o u p ．

2 83

一 般状態の 異 常， 中毒症 状は認め られ なか っ た
．

2 I 甲状腺重 量 と T 4 ， T 3 含量 く表 1 1

甲状腺重 量 は対照 群 13 ．5 士1 ． 3 m g に比 し， T H B 群

は7 ． 1 士2 ■1 m g と著明に 減少くp く 0 ．0 01 H ノ ， T 4 お よ

び T 3 含量 も 対照群の 64 9 士 17 2 n gノ腺，4 2 士10 n gノ腺に

比 し
，
2 85 士7 9 n gノ腺， 25 士 1 3 n gノ腺と有意に減少 して

い たく各々 p く 0 ．01 ， p く 0 ．0 51 ． 一 方， P T U 群 で は 甲

状腺の 腰 大 く43 ． 6 士1 3 ．0 皿 g ， p く 0 ．00 い と著明な T 4

お よ び T 3 含量 の 低下 が認 められ たく各々3 ． 1 士0 ． 3 n gノ

腺，2 ． 5 士 1 ． 1 n gl 腺， p く 0 ．0 01l ． T H B ＋P T U 群 で は，

腺腰の 形成に 加 えて ホ ル モ ン 含量 は更に 減少 し
，
T 4 値

は測定感度以下 で あ っ た ．

3 1 血清 T 4 ， T 3 浪度と肝 T 4脱 ヨ ー

ド清性 く表 21

P T U 群 お よ び T H B ＋P T U 群 で は血清 T ．濃 度 は

対照群 の 4 ． 5 士0 ．5 声gノdl よ り 有意 に 低下 く1 ． 0 士0 ． 2

月gノdl ， 0 ． 8 士0 ． 1 ノ噌ノ軋 p く 0 ．0 0い したが ， T H B 群

は 4 ． 8 士1 ． 0 〆 gノd と正 常域 に保 たれ てい た．

一

方， 血

清 T 3濃度 はい ずれ の 実験群 に お い て も 対照 群 に 比 し

有意 に低下 して い た． 肝 T 45
，

脱 ヨ ー ド酵素活性 も血清

T
3値 と平行 し， 対照 9 ． 1 士2 － 1 くn gl h J

r

m g
．

p r o t ei nl に

対 し T H B 群5 ． 8 士1 ． 0
，
P T U 群 2 ．1 士0 ． 3

，
T H B 十

P T U 群 1 ． 8 士0 ． 3 と有意の 低下が認め られ た．

4 1 肝 a ． G P D 活性 と腎 A T P ア ー ゼ活性 く表3 I

肝 u － G P D 活 性 は 対照群5 ． 8 士0 ． 7 くJL m Ol e sl m i n J
l

T a b l e l ． W ei gh t o f th e th y r o id gl a n d a n d it s T 4 a n d T 3 c o n t e n t s aft e r c h r o n i c ad mi ni s tr a ti o n
Of T H B an dノo r P T U ．

E x p e ri m e n t a l N o ． of T h y r oid w ei gh t T 4 T 3

g r o u p r a t s くm gl くn gJ gl a n dl くn gl gl a n dJ

C o n tr oI

T H B

P T U

T H B ＋P T U

5

5

5

5

13 ． 5 士 1 ． 3 6 4 9 士 17 2 4 2 士10

7 ． 1 士2 ． 1
榊

2 8 5 士79
．．

2 5 士 13
．

4 3 ． 6 士 13 ． 0
梱

3 ． 1 士0 ． 3
腑

2 ． 5 士 1 ． 1
榊

3 5 ． 5 士 10 ． 0
榊

U D 2 ． 0 士0 ．8
榊

ホ

p く0 ．0 5 ，
綿

p く0 ．0 1 ，
榊

p く0 ．0 01 v s c o n tr ol ． U D 三 u n d e te c t a b l e ．

V al u e s a r e e x p r e s s e d i n m e a n 士 S D ．

T a b l e 2 ． S e r u m T 4 a nd T 3 c o n c e n t r a ti o n a n d h e p a ti c T 4 5
，
－d ei o di n a s e a c ti v ity a ft e r 2 w e ek s

of T H B a n d l o r P T U a d m i ni s tr a ti o n くm e a n 士 S D ．J

E x

慧雷
nt a l

霊tぎ
f

く意識ぶ くp gラ冒岩温F
3

くnZfj 漂 te inI

C o n tr oI

T H B

P T U

T H B 十P T U
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2 8 4

m g
．

p r o t ei nl に 対 し， T H B 群 3 ．3 士0 ． 6
，
P T U 群 2 ．3 士

0 ． 5
，
T H B ＋ P T U 群2 ． 0 士0 ． 3 と 有意の 低下が認 め ら

れ た くp く 0 ．0 0 11 ． 腎 A T P ア
ー

ゼ 活 性 も
，
総 A T P

ア
ー

ゼ 活 性 で 実験群 に 有意 の 低下 が 認 め ら れ た

くp く 0 ．0 2 へ 用 ．0 11 が
，
a

． G P D 活性 に 認め られ た ほ ど

の 頗著 な変化 で はなか っ た ． しか し T H B ＋ P T U 併用

に よ り
，
い ずれの 酵素活性 に 対 しても 明らか な相乗効

果 を認 めた．

9 ． T ．補充効果 に対 す る T H B の影響

前述 の T H B の効 果が T 4 の 末梢作 用 に 対 して 特異

藤

的か 否か を検討す る 意味 で， P T U 投与 に よ っ て甲状

腺機能低下ラ ッ トを作成 し， こ れ に T 4 を補充投与し
，

T H B が い か に T 4 の 作 用 を阻害す る か を検討し た
．

P T U 経 口 投 与 に よ っ て 血 中 T 4 0 ． 3 士0 ． 0 5 月gノ札

T
3
4 0 士1 1 n gノdl と明ら か な機能低下状態に な り， これ

ら の ラ ッ ト に 20 月g の T 4 を 1 回 投 与 す る と 血中

T ．4 ． 7 士0 ．6 JL gl dl ， T ，8 2 士1 5 n gld l と機能正 常化が認

め ら れ た く表 5う． この 過程 で 0 ． 2 m g ， 2 m g ， 10 m g の

T H B を 4 日間連続投与 した 場合， 1 0 m g 投与群では

体重増加率が明ら か に 抑制さ れ た くp く 0 ．0 1 v s T ．補

T a bl e 3 ． H e p a ti c G P D a n d r e n al A T P a s e a cti vi ti e s a ft e r 2 w e e k s o f T H B a n dノo r P T U
a d mi ni s t r a tio n くm e a n 士S DI ．
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ホ

ホ
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士
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那糾 く表 4 I ．
一

方 ， 血 中 T 4 濃 度 は 2 m g 投 与群 で

6 ． 4 士 1 ．3 メ g 川1 と有意の 高値くp く 0 ．0 21 を ， T 3 濃度

は0 ． 2 m g 投 与 群 で 1 12 士2 2 n gノdl と 高 値 を 示 し た

くp く 0 ．0 2う く表 5 1 ． 肝 T 4 5
，

脱 ヨ ー ド酵素活性 は対照

の T 4 補充群 4 ．9 士0 ． 5 くn g － T ，l hl m g － P r O t ei nl に 比 し，

0 ．2 m g 投与群 で 6 － 3 士0 ． 8 と有意に 上 昇 し， 2 n g ， 1 0

n g 投与群で は 2 ． 8 士0 ． 7
，
2 ． 8 士 1 ■ 5 と有意 の 低下が 認

められ， 二 相性の 効果 を示 した． 肝 a － G P D 活性の T 4

投与に よ る 上 昇効 果 は 10 m g 投与 群 で 有意 に 抑制

くp く 0 ．0 21 され ， 腎 N a
－ K A T P ア ー ゼ活性 も 2 m g ，

10 m g 投与群 で 有意の 抑制効果 を認 め た くp く 0 ．0 0 1
，

p く 0 ．0 1 v s T 4 補充群I く表 6l ．

10 ． 胎児お よ び新生 児ラ ッ トに 与え る T モi B の 影 響

く表7う

上述し た T H B の 作用 が非特異的毒性 に よ る も のか

否か ， ま た 甲状腺 ホ ル モ ン 依存成長期に 対す る影響 を

みるた め に ， 胎児期 お よ びラ ッ トに お け る甲状腺 ホ ル

モ ン依存期 く生後 1
〆
1 ノ 2 遇I を えら ん で T H B を投与

し， その 影響を検討 した ． 生下 時体重 は 対照群 5 ． 4 士

0 ． 3 g ， 工 群5 ． 9 士0 － 3 g ， 工I 群5 ． 3 士0 ．3 g ， m 群 5 ．2 士

0 ． 3 g と い ず れ の 群 に も差 は なく， 胎児期の 成長 に 対

して T H B は影 響を及 ぼ さな か っ た
．

血 中 T 4 濃度 は1工I 群で や や低下 くp く 0 ．0 1 v s 対照

群 け る他は， 対照群と差 を認 めな か っ た ． 血 中 T 3 濃

度は T H B 投与群全群 で 著明 に低下く工群 p く 0 ．0 1 ，

II 群 p く 0 ．00 1 ， III群 p く 0 ．0 01 v s 対照君判 し
，
T 45

，

脱ヨ ー ド活性の 低下 く全群 p く 0 ．0 0 1 v s 対照群う お

よ び a － G P D 活 性 の 低 下 くI 群 p く 0 ．05 ， H 群

p く 0 ．0 01 ， III群 p く 0 ．0 1 v s 対照 群l が認 められ た．

考 察

現在臨床お よ び実験的 に使用 され て い る抗甲状腺剤

の 多く は， 甲状腺 ホ ル モ ン合成系の 特定部位 を抑制す

る こ と で 効果を呈 し， その 結果 血 中甲状腺ホル モ ン が

低下 し
，
下垂体 か ら の 甲状腺刺激 ホ ル モ ン tth y r oid －

S ti m ul a ti n g h o r m o m e ， 以 下 T S H と略1 分泌の 冗進

をう な が し
， 甲状腺腫 を招来する た め g oit r o g e n とも

呼ばれ て い る ．

一 方
，
血中に 存在 する T 3 の約80 ％は末

T a bl e 6 ． H e p a ti c T 4 5
l
－d ei o di n a s e

，
G P D a n d r e n al N a － K A T P a s e a c ti v iti e s ．
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棺組織， 特に 肝
，
腎で の T 4 か らの 転化 に 由来す る とさ

れ
， 甲状腺か ら分泌さ れる T 3量 をは るか に 上 回 っ て い

る と考 えら れ て い る4 ト 7 H 6 H 91
． 末棺 で の T 4 か ら T 3 へ

の 転化は組織中の T 45
，

脱 ヨ ー

ド酵 素 に よ っ て 行 な わ

れ
，
そ の反 応は活性 S B 基依存性で あ り， ジチ オ ス レ

イ ト
ー ル くdithi o th r e it oll ， メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル

くm e r c a pt o e th a n o11 ， N A D P H お よび G S H 等の S H

基保護剤 に より促進さ れ， S H 基酸化剤であ る ジア ミ

ドくdi a mi d eI や酸化塾 グ ル タ チ オ ン およ び S H 基遮断

剤 であ る N － エ チル マ レ イ ミ ドくN －

e th yl m a l ai mi d el 等

に より阻害さ れ る こ と が知 られ て い る31 20 ト
29l

． S a b e ri

等 叫 は本来甲状腺 ホ ル モ ン 合成阻害剤 と して使 用 さ れ

て い る P T U に T 45
，

脱 ヨ ー

ド活性抑制効果のあ る こ と

を報告 し
，
P T U は酵素蛋白の活性 S H 基 と可逆的に

結合 して活性基 を速断し， 非競合的阻害効果 を呈 し，

ま た N A D P H
，
G S H の 添加 に よ り阻害効果の 回復 が

見 られ る ことが明らか に なっ た311
．
C h o p r a

31
はT 4 の 代謝

産物 で あ る 数種 の ヨ ー

ド 含有 サ イ ロ ニ ン の T 4 5
，

脱

ヨ ー

ド活性阻害効果を検討 し， 3 ， 3
，

，5
，
－ トリ ヨ

ー

ドサイ

ロ ニ ン く3
，
3
，

，
5
，
．t ri i o d o th y r o n in e ， r e V e r S e T 31 に 最

も強い 競合阻害効果の あ る こ と を報告 した． また グ ル

コ コ ル チ コ イ ドくgl u c o c o r ti c oid l が 活性 S H 基の 酸化

をうなが し， T 45
，

脱 ヨ ー

ド活性 を阻害 す る こ と も 明 ら

か に な っ たが 引
， 現在ま で脱 ヨ ー

ド酵素の 純化が な さ

れ て お らず， その 作用 境序に は不明の 点が 多い ． 最近

G o s w a m i 等 3
2I はク マ リ ン 系抗凝固剤の ジ ク マ ロ ー

ル

くdi c u m a r o ll が脱 ヨ ー ド活性 に 対 して 強 い 競合阻害

効果 のあ る こ と を報告 した． また A u f
，

m k olk 等
1 01
も ，

あ る種の 植物 に 含まれ て い る フ ラ ビ ン色素の ア リ ュ ー

シ ジン くA u e r sid i nl に T 45
，

脱 ヨ ー ド清性競合的阻害効

果のある こ と を報告し， 阻害作用 に 必要 な構造上 の 条

件 と し て 0 少 な く と も 2 偶 の フ ェ ノ ー ル 囁 と 砂

A 環の 1 ， 3 位， B 環のく3
，

とう4
，

位に 水酸基 を持 ち 母

丙環 はケ ト ン 基で結合 し ゆ2 ケの フ ェ ノ
ー ル 環 は互

い に 垂直位 に あ る必要が あ ると 報告 した． 以上 の 構造

上 の 特徴 が T 4 に 類似 して い る こ と に 着目 し， 著者 は数

種 の 非 ヨ ー ド含有 T 4類似化合物 に つ い て T 4 代謝 に 及

ぼす 影響 をin v it r o お よ び in vi v o で検 討した ．
i n

V it r o で は カ ル コ ン くch al c o n el 構造 を持 つ T H B に 最

も強い T 45
，

脱 ヨ ー

ド活性抑制効果 を認め たが ， 同 じ基

本構造 を持つ が水酸基の 数の 異 な る 2
，
2
，

，
3
，
4
，
4
，

ペ ン

タ ハ イ ド ロ キ シ ベ ン ゾフ ェ ノ ン お よ び 2
，
2
，

，
3
，
3
，

，
4
，
4
，

ヘ キサ ハ イ ドロ キ シ ベ ン ゾフ ユ ノ ン に は抑制効果 を ほ

とん ど認 めな か っ た ．

一 方， T H B の T ．5
，

脱 ヨ ー ド活性

阻害効果 は N A D P H お よ び G S H の 添加 で 回復せ ず
，

P T U に よ る脱 ヨ ー

ド反 応抑制効果 と は異 る機序 に よ

ると 考え られ た
．
その 阻害機序は T 4 5

，

脱 ヨ ー

ド活性 に

藤

対 す る T 4 と T H B の 用量反 応関係 か ら， 脱 ヨ ー

ド酵素

蛋 白の T 4 結合 部位 に お い て基質 T 4 と競 合す る ためと

考 え ら れ た． こ の 点 は 10
－ 7
へ 1 0－8 M の P T U と 10 － 5

T H B の 併用 に よ り， 1 0．6 M P T U 単独に お ける より以

上 の 強い 相乗効果が得 られ る こ と か らも 支持さ れる．

肝 ホ モ ジ ネ ー

ト を 用 い て 導か れ た T H B の T 45
，

脱

ヨ ー ド酵素蛋 白と T 4 と の 結 合阻害作用 は 異 っ た 実験

系に お い て も確認さ れ た． 即 ち T H B は 甲状腺培養細

胞内 で は 甲状腺 ホ ル モ ン 合成 は 阻害せず
，
T 沖 ら T 3

へ の 転化を阻害 し， 細胞外 へ の 甲状腺ホ ル モ ン 分泌を

促進 し た． 培 養肝細胞 で は T 4 か ら T 3 へ の 転化 が

T H B で 抑制さ れ たが ，
こ れ に 加え て肝細胞膜の T ．受

容体 で 基質 T 4 と T H B が 競合す る機序 も想定さ れた．

また 血 清 T B G に お い て も T 4 と T H B はそ の T 4 結合

部位 で競合 し， T 4 の 血 中輸送 に 関 して も影響 を及 ぼす

こ と が 示唆 され た． 以上 の 点 を総合す る と， T 45
，

脱 ヨ ー

ド酵 嵐 肝細胞膜 T 4受容体， 甲状腺内サイ ロ グ ロ ブリ

ン お よ び血 清 T B G の T 4 結合 部位 の い ずれ に 対し て

も ， T H B は共通 した競合阻害作用 を示 す と考えられ

る
．

以上 i n vi t r o で T H B の 作 用 と T ．代謝 の 間に 密接

な 関連性の あ る こ とが 示 唆され た が
，
こ の 点をさら に

i n v i v o で 検 討 し た． 1 00 m glk g の T H B を 2 週間

ラ ッ トに 皮下注射す る と
，
血 中 T 3濃度の 低下 ととも に

肝 ミ ト コ ン ド リ ア分画 の ど － G P D 活性 お よ び 腎 N a － K

A T P ア ー ゼ 活性の 低 下が認 め ら れ た ． 従 来 よ り ぽ －

G P D 活性 お よ び腎 N a ． K A T P ア ー ゼ 活性 は甲状腺

ホ ル モ ン 依存性 で ， 末梢 で の 甲状腺機能状態 をよく反

映 す る と い わ れ て い る1 3I 川 3 3 ト 川 4 31
． 即 ち R u e g a m e r

等 331 は a － G P D が T 4 に 特異 的 に 反 応 し末梢 で の T ．作

用 を基礎代謝率以上 に 鋭敏に 反映す る と報告 した．
ま

た L o 等1 41は 甲状腺 ホ ル モ ン が 腎 N a － K A T P ア
ー ゼ

に よ る細胞膜 N a 輸送に 直接的作用 を有 して い る と報

告 し， K a t z 等
371
も 甲状腺摘出ラ ッ ト で低下 した N a－K

A T P ア
ー

ゼ活性が T 3補充に よ り回復 する こ と を報告

して い る
． 今回 の 実験成績で T H B は こ れ ら の 酵素活

性 を低下 させ ， さ ら に 甲状腺機能低下 ラ ッ トに 対する

T 4補充過程 で ， T 4 に よる 両酵素活性 の 回 復 を阻害する

こ と よ り， その 作用 は甲 状腺 ホ ル モ ン 依存性 で あ るこ

と が示 唆さ れ た． さ らに 妊 娠あ る い は授乳期 の 母ラ ッ

トに T H B を投与 した場合
，
胎 児の 発育， 生下時体重 に

差を認 めず， 仔 ラ ッ トの 甲状腺ホ ル モ ン 依存期 く生後

1 へ 2 適う に 一

致 して発育阻害効果が 顕 著に なり， 血

中濃度の低下 と 平行関係 を認 め た． 以 上 の 結果 は
，

T H B の 直接的阻害作用 よ り， 甲状腺 ホ ル モ ン末梢作

用阻害 に よ る 間接的作用 であ る こ と を支持す る もの と

考 え られ る． 従A っ て T H B はi n vi v o に お い て 末棺レ
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ベ ル で 甲状腺機能低下状態 をも た らす と い えよ う．

i n v i v o に お ける T H B の 効果 に 関 し， 従来の 抗甲状

腺割に は み られ な い 特徴的所見と して ， 甲状腺腰 を発

生させ ず， 逆に 甲状腺重 量 の 減少と血 中 T 4濃度の 上 昇

を来す こ とが あ げ られ る． この 理 由と して は
，
i n v it r o

の 実験成績 に 基づ い て 次の 様に 推論さ れ る． 即 ち， 甲

状腺内で は T 4 か ら T 3 へ の 転化が阻害さ れ るが ，
T 4 の

血中へ の 放出は促進さ れ る．

一 方
， 肝 に お い て は T 45

，

脱ヨ ー ド活性 の 抑制 に よ り， T 4 か ら T 3 へ の 転化が 阻

害され， その 結果 末栴 レ ベ ル で は機能低下状態に お ち

いる．
しか し血 中 T 4濃度 は低下 しな い の で ， 下垂体よ

りの T S H 分泌の 元進 は起ら ず， 結果 的 に 甲状腺 は縮

小する と考 えられ る ．
こ の 推論の 直接的証明 に は血 中

T S H 濃度お よ び 下垂 体 T S H 含量の 変 動を 測定す る

必要が ある が ，
この 点は将来の 問題 と して残さ れ た．

以上 の i n vi t r o お よ びi n vi v o の 実験 成績 か ら
，

T fi B の T 4 末梢代謝 に 対 す る か な り特異性の 高 い 阻

害効果が認め られ た が， 厳密な意味で の 特異性に つ い

ては問題が残る． 即ち T H B と構造的 に 類似 し てい る

フ ラ ビ ン 色素が生 体内酸化還元 反 応の 電子伝達系に 直

接関与して い る こ と は衆知の 事実 で あ り， T 45
ユ

脱 ヨ ー

ド機序も ピ ン ポ ン機構 に 基 づ く酸化還元 反応 と み な さ

れて い る
．
こ の 点 で T H B が非特異的 に あ る種の 酸化

還元反応の 電子 伝達系に 直接影響 して い る 可能性 は充

分考え られ る．
また T 王1 B と類似構造 を有する ケ ル セ

チン は N a － K A T P ア ー ゼ活 性 に対 し て直接的阻害作

用 を有す る こと も報告さ れ て い る 瑚
． 事 実i n vi v o で

の T H B 少量 投与群く0 ．2 m g 群1 で は T 4 か ら T 3 へ の

転化がか え っ て 促進 さわ る と い う 二 相性 の 効果が み ら

れ
，
こ の 点 は単に T 4 との 競合阻害機序 か ら だ けで は説

明が つ か な い
．
ま たi n v it r o に お ける 甲状腺培養細胞

か ら の T 4 放出機序に つ い て も今後の 解 明 が 必 要 で あ

る
．
しか し なが ら

，
T H B の ユ ニ ー ク な 甲状腺 ホ ル モ ン

末梢作用 阻 害効果 は， 今後 甲状腺 ホ ル モ ン の 作用機序

の解明お よ び 臨床応用 の 点で 有力な手段 とな ろう
．

結 論

1 ． カ ル コ ン構造 を有 す る化学物質の T 4 5
，
一 脱 ヨ ー

ド活性阻害効果 を検討 し
，
T H B が T 4 の 競合 阻害剤で

ある こ と を見 出 した．

2 ． T H B の T 45
，
－ 脱 ヨ ー ド 活 性 抑 制 効 果 は

，

N A D P H お よ び G S H の 補 酵素の 添 加 に よ り 回 復 し

ない
．

3 － T H B は甲状腺内で T ．か ら T ， へ の 転化 を抑制

する が
， 甲状腺 か らの ホ ル モ ン分泌は促進す る ．

4 ． 肝細胞膜 T 4 受容体 お よ び血 清 T B G の T ．結合

部位に お い て
，
T H B と T ．は競合す る．

28 7

5 ． i n vi v o で は
， T H B に よ り血中 T 3濃度 の減少

お よ び肝 T 45
，
－脱 ヨ ー ド活性， 肝ミ ト コ ン ドリ ア分画の

a－G P D 活性， 腎 N a － K A T P ア ー ゼ活性が低下 し， 甲

状腺機能低下状態 を呈 する．

6 ． 血中 T 4 濃度は正常又 は上 昇 し， 甲状腺脛 を形成

しな い ．

7 ． T H B と P T U は 併 用 に よ り 相乗効果 を認 め

る ．

8 ． T H B は乳汁 に 移行 し， 仔ラ ッ ト に 甲状腺機能

低下状態 を発現 する ．

以 上 よ り T H B は今後甲状腺ホ ル モ ン の作用機序の

解明 な らび に 甲状腺疾患治療 の点か ら有力な手段 と な

る 可能性が あ る．
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