
甲状腺ホルモンの末梢代謝に関する研究-2-末梢血リ
ンパ球のサイロキシン脱ヨード活性

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/8771URL



金沢大学十全医学会雑誌 第88 巻 第2
･

3 号 25 5 -

2 6 1 (1 9 7 9)

甲状腺 ホ ル モ ン の末梢代謝 に関す る研究
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金沢大学小児科学教室 ( 主任 : 谷 口 異教授)

才 田 耕 基

( 昭和5 4 年 2 月 1 日受付)

第 一 編 で 甲状腺ホ ル モ ン の 末梢代謝 の 変動を .
T . の

脱ヨ ー ド系 の fi r s t s t e p で あ る T , 及 び r T , 生 成 系 の

変動か ら捉 え たが ･ こ れま で に 玩 彰融 和 に お け る . 肝

及び腎組織を用 い た多く の T . 代謝の 研究が 報告 さ れ

て い る
l) . 3 }

. そ れ は , こ れ らの 臓器が T `- m ｡ n ｡ d e .

i o di n a ti o n の 主要 な填で あ る こ と に よ る . 最近 . こ れ

らの 臓器 や 下垂 体細胞 に 甲状腺 ホ ル モ ン の 特異的結合

部位が存在す る こ と が 明らか に さ れ た
J) ･5)

. ま た , T s ai

ら 軋 人末梢血 リ ン パ 球 の 核 に T 3 の 特異的結合部位 を

証明し , リ ン パ 球 も ま た甲状腺ホ ル モ ン 感受性器官 の

一

つ と み なさ れ る よ う に な っ た
6)

.

本稿 は ･ 人 末梢血 リ ン パ 球 を用い . 臨床的 に も比較

的簡単 に お こ なえ る サ イ ロ キ シ ン 脱 ヨ ー ド活性を測定

し･ 正 常人 , 各種甲状腺疾患 . 下垂体性小人症 に つ い

て ･ 臨床症状と の 関連
, 治療 に よ る推移を検討 し た .

対 象

正常人 26 軋 甲状腺機能低下症 5 例 ,
T B G 欠損症 1

例 t
バ セ ドゥ 病 15 例 , 下垂体性小人症 10 例 の 計 57 例

で ある ▲ な お治療 に よ る推移 をみ る た め , 同 一 人で 反

復測定 して い る例を含 め ると , 実際の 検体数 は66 と な

る ( 表2 参照) .

方 法

1 ) 採血

外来受診 軌 ヘ パ リ ン 加 デ ィ ス ポ 注射器 を用 い , 3 山

採血し た .

2 ) リ ン パ 球の 分離

B 6 y u m
†)
の 方法に 準 じ て 行 い ,

ヘ パ リ ン 加血3 山 を

ポリ採血管中で リ ン ホ プ レ プ( 和光純薬) 3 混 の 上 に 重

層し , 1 8 - 20 ℃ , 4 0 0 × G で 3 0 分間遠心分離 した .

境界面の リ ン パ 球層 を ピ ペ ッ トで 採 取し , 生理 食塩水

255

で 3 回洗浄 t

一 検休2 × 1が コ に 統 一

し た( 単球 の 混入

10 % 程度) .

3 ) 培養

E a g l e の メ ジ ウ ム (富士臓器) 200 FLl &= , 2 × 1 0
6
コ

の リ ン パ 球 を浮遊さ せ . F e S O 一 . 0 . 01 〟M ( 1 0 〟J) を添

加し - 3 7 ℃ , 5 % C O 2 .9 5 % ai r の 存在 下 に 30 分 間

p r ei n c u b a ti o n を行い . こ れ に
725
トt h y r o x i n e( N E N 社 .

20 〟C 川 , 0 ･4 〟m り を 50 β′添 加し , -■25 ト T . の 最

終濃度が 8 γ/ d J と なる よ う に し, 2 時間の 培養 を 行

っ た ･ 又 ･
メ ジ ウ ム 中 に S M l O O FL g / nL , P C

-

G lO O U

/ m ほ 添加し た ･ なお 培養に は p y r e x t u b e を使 用 し

た .

4 ) T l と ヨ ー

ドの 分離

培養後直 ち に 遠心 分離 し , 上清 10 m ほ セ ル ロ ー ス薄

層 プ レ ー ト( フ ナ コ シ薬品) に ア プ ラ イ し ∴n -

ブタ ノ

ー

ル
, 酢 軌 水 を 悶 :5 : 17 の 展 開 溶 媒 を 用 い ,

C O ld T 石 ヨ ー ドを マ q カ ー

と し て , T . と ヨ
ー ドを分離

した ･ 乾燥後2 .7 % 塩化第二 鉄 2 N 塩 酸溶液. 3 . 5 % フ

ェ リ シ ア ン 化 カ リ溶液 , 3 .8 % 亜 ヒ 酸溶液を 5 : 5 : 1 の

試薬 を用い て そ れ ぞ れの ス ポ ッ トを 発色さ せ た . 本法

に よ れ ば
,
ヨ

ー

ド化 サ イ ロ ニ ン と無機 ヨ ー

ド を同時に

検出しう る 利点 が あ る . そ れぞ れ の ス ポ ッ トを 削り と

り - γ･
-

カ ウ ン タ
ー で 放射活性を測定 した . 脱 ヨ ー ド活

性 ( D ei o di n a ti o n A c ti v i t y D .A . と略す) は便宜的に

以 下の 様に 表わ した .

結 果

Ⅰ 方法 論的検討

1
･
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー に よる T ｡ と ヨ ー ド の 分離

R e g u l a ti o n of p e ri p h e r al t h y r o x i n e m e t a b o li s m ･ T h y r o x i n e d ei o d i n ati n g
l y m p h o c y t e s in vii r o ･ K o h k i S & i d a

,
D e p a rt m e n t of P e d i at r i c s , ( D i r e ct o r :

T a ni g u c h i) S c h o ol o f M e di ci n e
, K a n a z a w a U n i v e r si t y .

d

軋

軸

血

ti

P

Ca
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図 1 S e p a r a ti o n o f I o d i d e f r o m T 4 b y C ell u l o s e T L C .

表 1 R e p r o d u cibilit y o f ch r o m a t o g r a ph y
図 1 は , セ ル ロ ー ス薄層 プ レ ー ト の 1 c m 間隔の 放射

徳性 を示し た も の で , T 一 は Rf = 0 . 8 7 , ヨ
ー

ドは R f =

0 . 1 5 と 明 瞭に 分離さ れ ,
そ の 間に 有意 の 放射活性 は見

出さ れ なか っ た .

c e ll f r e e メ ジ ウ ム で は D . A .0 .9 と殆 ん ど脱 ヨ ー

ド

活性 は なく , 2 × 1 0
6
コ の リ ン パ 球 を使用 し た 1 例 で は

D . A .7 4 と 高値を 示し た .

2 . ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー の 再現性 ( 表1 )

当初 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

は 1 検体 2 回測定 を行 っ た

が , 表 1 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 再現性の 結果 は変動

係数 ( C .Ⅴ .) 7 . 0 ± 3 .7 % と再現性 の 高 い こ と を 示し ,

以 後 1 検体 1 回測定と した .

3 .

】25
ト T ` の 自然分解 ( 図2 )

4 ℃ で 保存申の ほ5
ト T ｡ は2 ケ月 を 過 ぎ る 頃 よ り

自然分解が高ま り , 使用 に 不 適当と思わ れ た の で 使用

は 2 ケ月以 内と した .

4 . 脱 ヨ ー ド反 応の ti m e c o u r s e ( 図3 )

培養時間設定 の た め ti m e c o u r s e を 検討し た . 培養

開始 3 時間を過 ぎ る噴よ り鹿 ヨ ー ド活性 は低下 し , 5

～ 6 時間で 再び上昇する パ タ ー ン を示 した た め . 培 養

時間を 2 時間 と設定 した .

5 . F e
+ 十
に よ る活性化 ( 図4 )

脱 ヨ ー ド反応を 促進す る因子 と して , F e
+ +

, リ ボ フ

ラ ビ ン な どが 明らか にさ れ て い る8卜 ㈹ が , 図 4 に F e
+ +

の d o s e - r e S p O n S e C u r V e と F e
+ +

添加に よ る活性 の

変動 を示 した . こ れ に よ る と . F e
+ +
0 . 0 1〟M の 添加 で

b a $ e li n e に 影響 を及 ぼ さず . 明 瞭に 活性の 上昇 を み

た . ま た , F e
+ +

添加前で は D . A .2 . 8 ± 0 . 9 ( M e a n ±

S D n = = 1 0 ) と低 く , 0 .0 1 J上M の 添加で D . A .26 ± 1 4

( M e a n ± S D n = 2 6 ) と 約10 舷 の 上昇 を 示 した .

6 . 血清添加の 影響

S 瓢m pl e I o di d e/ T 4 R a ti o C .Ⅴ.

ロ 12 . 5 9 . 4 1 3 .6

2 6 . 9 7 . 2 2 .1

3 7 . 0 8 . 9 12 .5

4 1 2 . 7 1 3 . 7 3 . 7

5 1 2
.
. 7 1 0 . 3 10 . 4

6 1 7 .
6 22 . 7 1 2

.
7

7 5 . 8 6 . 0 1 . 7

8 7 3 .4 7 2 . 9 0 .3

9 7 4 .5
･

7 5 .2 0 .5

田 77 . 9 7 2 .5 3 .6

1 1 2 4 . 2 2 1 .5 5 .9

1 2 6 1 . 6 7 7 . 3 1 1 .3

1 3 2 9 . 8 3 3 .1 5 .2

1 4 3 7 . 8 4 9 . 6 1 3 . 5

1 5 2 0 . 2 19 . 8 1 , 2

7 . 0 ±3 . 7 %

メ ジ ウ ム に 予 め少量 の 血清を 添加 す る か , 10 % 仔牛

血清含有 メ ジ ウ ム を使用 す ると , 脱 ヨ ー

ド活性は殆ん

ど零 を示 し , 反 応が 進 ま な い こ と が 分 っ た .

Ⅱ 臨 床的検討 ( 衰2 )

正常人 26 例 の M e a n ± S D は 2､6 ± 1 4 で あ っ た ･

c ell f r e e の 下 で は 1 以 下で あ っ た . 甲状腺機能低下症

群 で は , T 一 ｣ 0 . 8 γ/d l , T 3 7 2 n g /d l の 束治療の ク
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図 3 T i m e c o u r s e o f T 4 d e i o d i n a ti o n

レ チ ン 症 で D .A .2 と 低 く , 卜 丁一 冶 療 2 カ 月 後

D ･ A ･1 9 と 正常下限に 復 した . こ の 時点 で T .
-

Ⅰ 5 .3 7

/ d / , T 3 1 8 0 n g / d J で 臨床症状 も消失して い た . ま た

T 一
-

I O . 3 γ/ d l , T 3 4 1 n g / d l の
一 例 で も D . A .3 と

低 値 を認 め た . L M T . 治療 で e u th y r o i d の 低下 症群

で は D ･ A ･5 8 ± 2 6 と上昇を示 し た . T . - I l .1 γ/ d l

で 臨床的 に e u th y r o i d の T B G 欠損症例で は D . A . 7 7

と 高値を 示 し た .

バ セ ド ゥ 病 で は 未治療 の
`

1 例 で

D . A .3 0 4 と極 め て 高値与示 し た . ま た P T U 治療 に も

拘 らず h y p e r th y r o i d の 5 例 で は D . A .1 0 1 ± 2 3 と

有意 ( p < 0 . 0 0 1 ) に 高値 を示 した . 同 じく P T U 治療

で e u th y r o i d の 1 4 例で は D . A .2 4 ± 20 と ば ば 正 常

域 を示し た . 下 垂 体性小人症 の 未治療群 8 例 で は

D ･ A ･1 8 ± 1 4 と 正 常対象 より 低い が有意差 なく . G と王

単 独 又 は T 一 併用療法の 5 例で は D .
A

,6 1 士 1 7 と 両 者

に 有意差 ( p く 0 .0 0 1 ) が み られ た .

ま た . 血中 ホ ル モ ン 濃度と 脱 ヨ ー ド活性 との 関係 を

図 5 に 示 し た . 甲状腺疾患群と下垂体性小人症群 に 分

け て 血中 T 4 並 び に T 3 値と の 関連を み たが , 甲状腺疾

患 で は T 3 値と 脱 ヨ ー

ド活性の 間に 有意 の 相 関 ( r 宗

0 ･7 6 ) が み られ た . 下垂 体性小人症で は相関は み ら れ

な か っ た .

考 案

Ⅰ 方法論上 の問題点

1 . 末梢血 リ ン パ 球を 用い た脱 ヨ ー ド活性 は . 既 に

日01 m ら が 報告 して い るm が
.
そ れ に よ れば 当初白血

球 を用 い た成績 に パ ラ ツ キが多 い た め . 途中よ り リ ン

パ 球 に 変更し て い る . 原法で は . リ ン パ 球の ホ モ ジ ネ

表2 T 4 d ei o di n a ti n g a c ti vi ty of l y m ph o c y t e s i n v itr o

S u bj e c ts T r e a t m e n t N o . of s a m pl e s
T d d

豊望暗
軸

■ N o r m al c o n t r ol ( - ) 2 6 2 6 ±1 4

H y p oth y r oid i s m

T B G d ea ci e n c y

(
-

) 2 2 . 5 ±0 .5

wi th l ･ T 4 4 58 ±2 6
■

(
- ) ロ 77

■

G r a v e s
･

di s e a s e

P itu it a r y d w a rf

( - ) ロ 30 4
◆

wi th P T U (cl in i c al】y h y p e r) 5 10 1 ±2 3
■ ■

wi th P T U (e u th y r oid) 1 4 2 4 ±2 0

( - ) 8 1 8 ±1 4

W ith G H a n d / o r l - T 4 5 61 ±1 7
=

P v al u e v s c o n t r ol g r o u p ;
*
P < 0 .0 1

,

…
P < 0 .0 0l .
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-

ト を作成 し , 細胞内の ヨ ー ド に つ い て も測定し て い

る が . 手技が 繁雑 と なり . 臨床検査 と して は不利で あ

る . 我々 も予 備実験で 細胞内徳性 を測定 した が ,
メ ジ

ウ ム 申の 活性 に 比 して 小さ く , 結果 に 大 き な影響 を 及

ぼ さ なか っ た . よ っ て 細胞内の 測定 は省 い た が , こ れ

に よる大 き な成績 の 変動は な い と考 え て い る .

2 . 単球 の 混入: リ ン パ 球 分離 の 際. 1 0 % 前後の 単

球の 混 入 は避 けら れ な い が .
プ ラ ス チ ッ ク シ ャ

｣
レ

ー

中 に リ ン パ 球 を静直し , a d h e r e n t c e 11 を除 い て 活 性

を 測定 し て も大き な変化 は見ら れ ず . 操作 も繁雑と な

り 細胞数 の 損失も大 き い た め . 単球 の 分離 も略 して よ

い と 思わ れ る .

3 . F e
+ +

濃度: F e
+ +

を加え な い r e s ti n g l e v el で の

脱 ヨ ー ド活性 は低く , 正常と 異常 の 差の 判定が 困 難で

あ る こ と か ら , 活性化 した 状態で の 測定 が有利 と思わ

れ る . し か し , F e
十 十

濃度が 高 い 場合 , C h e m i c al な脱 ヨ

ー ド化 も促進 され る の で . 加 え る F e
+ +

濃 度 は b a s e

li n e に 影響 を及 ぼ さ な い 必要最小限 の 0 . 0 1 〟M 程 度

で 十分で あ ろう と 思わ れ る . リ ボ フ ラ ビ ン も活性 を上

昇 させ る が , 着色の た め メ ジウ ム の pH の 判定が 困 難 と

な るの で 使用 を控え た .

4 . 血清添 加の 影響: メ ジ ウ ム 中 に 血清又 は蛋白成

分が存在す る と脱 ヨ ー

ド反応 は殆 ん ど進行 し な い . こ

れ はお そ ら く , T l と 蛋白 の 結合 の た め , 細胞 へ の 取り

込 みが 抑え ら れ る結果 に よ ると 考え られ る . 従 っ て ,

測定系 は p r o t ei n f r e e の メ ジウ ム で あ る こ と が 必 要

と思 わ れ る .

5 . 培養時間: ti m e c o u r s e を と ると , 3 時間を過 ぎ

る 頃より 逆に メ ジウ ム 申の ヨ ー

ドが 低下す る現象が み

ら れ た . こ れ に つ い て は ,
一

旦 放 出 さ れ た ヨ ー ドが

F 誼 o s e - r e SP O n S e C Lr V
e F き

◆

0 .O l いM

n A .

1 2

10

8

6

▲

2 L∵二き
こ

壬壬

D .A .

6 0

∈追

40

3 0

2 0

1 0

0 ･ ∞1 0 ･0 1 0 ･l l ･O p M Fさて-) 指い

図 4 Eff e c t o f F e
+ +

o n T . d ei o di n a ti o n

P r O t ei n f r e e の メ ジ ウ ム 中で は T 4 中の ヨ ー

ドと交換

反 応 を お こ す と い う記載lりが あり . お そ らく こ の た め

に 一 時的 な減少 をき た す も の と思 わ れる . よ っ て 培養

時間 は 2 時間以 上延 長す る 必要が な い と 考え られる .

6 . P h o t o o x i d a ti n n ‥
1 25
I - T . は光 に よ り自然 に 脱

ヨ
ー ド化さ れ る こ と が 知 られ て い る . 従 っ て 測定操作

は遮光し た環 境 で 行 なう の が理 想的 で あ るが予備実験

で は , 通 常 の 実験室 で 操作を行な い , 培 養中も遮光さ

れ て い る 限 り . 大 き な変動の 要因と は な らな か っ た .

7 . p8 の 影 響: T 一 が ア ル カ リ 又 は 酸 性下 で

C h e m i c al に 脱 ヨ ー

ド化 され る こ と はよ く知ら れて い

る . 培養時間は 2 時間で あ るが , そ の 間メ ジ ウ ム のpB

は か なり 変動す る の で , こ の 点の 検討が 今後さ らに必

要 で あ る と考え る .

8 . 0 2 濃度: T 4 の 脱 ヨ ー

ド反応 に は 0 2 が関与し て

お り
13)

. H o l m ら は培養前 に 0 Ⅹ y g e n a ti o n を行な っ て

い る . 我々 は . 9 5 % a i r . 5 % C O 2 下で 培養を行ない ,

0 Ⅹ y g e n a ti o n の 必要性に つ い て は検討を 加 え て い な

い
.
こ の 点 も今後 の 問題 で あ る .

9 .

125
I p T

▲
の 添加量: 当初 r e s ti n g l e v el の 活性

が 低 い の で . ク ロ マ ト の ヨ ー ド分画 を 10
3
c p m 程度 に

上 げ るた め ,
メ ジ ウ ム 中の T ` 濃度を 8 γ/ d J とし た .

しか し . R I 使用 量 は か な り大量と な り , R I を用 い る実
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験と して は変則的な の で , 現在活性 を上 げて け5
ト T

ィ

を減らす こ と を検討中 で ある . 予 備実験か ら 1/1 0 程

度に減らす こ とが 可能 と考え て い る .

1 0 . 生体外で の リ ン パ 球 の 変化 : 同
一

測定 内の 再現

性は良好 で あ るが . 同 一 人の リ ン パ 球 に つ い て 反復測

定した場合の 測定間の 再雲引こ変動が か な り み られ る .

その 原因と して . 生休内で の 生理 的変動も考 えう るが .

それよ り , 採血か ら リ ン パ 球分離培養 ま で の 経過 中に

玩 乙融 和 で の リ ン ノヾ球 の 状態が ど の よう に 変 動 す る

かが不明 で あ る . 今後 こ の 点の 検討が さ ら に 必要 と思

われる .

Ⅱ 臨床的問題点

未治療 の ク レ チ ン 症 2 例で は . 脱 ヨ ー

ド活性 は殆ん

ど認め られ ず . 血中 T ｡ -

Ⅰ 値 の 低下と よ く 一 致 した .

一 方T B G 欠損例で は . T r l 値が低 下し て い る に も

拘らず , 脱 ヨ ー ド活性 は高値 を示し た . ま た , 脱 ヨ ー

ド活性と T 一 -

Ⅰ 値に は相関が 認 め ら れ なか っ た こ と

より t 脱 ヨ ー

ド活性 の 測定 は血中 T ｡ -

Ⅰ 濃度の 測定

とはその 意義を異 に す る も の と考 え られ る . ･
- 一 方 , 脱

ヨ ー ド活性と 血清 T 3 値 と は有意 の 正の 相関 が 認 め ら

れた . 機能冗 進状態 の パ セ ド ゥ病 で は . そ の 病 態か ら ,

第 一 編で 述 べ た様 に T 3 が 高い と考え られ , ま た末梢で

の T 一- T 3 系 へ の 冗進が 予 想され る . GIl 治療初期 の

下垂休性小人症 に お い て も T 3 の 上昇が 認 め ら れ る 為

( 第 一 編) ･ 脱 ヨ ー

ド活性の 上昇と 一 致 し た . 従 っ て
.

これら の 事実 は , 脱 ヨ ー

ド活性 は間接的に 甲状腺 ホ ル

モ ン の 末梢代謝を よ く 反 映して い る こ と を示唆す る ｡

第 一 編の 成績か ら未治療 の ク レ チ ン 症で は T一 - T 3

系は むし ろ冗進し て い る成績を得たが, t O ta l の 脱 ヨ ー

ド活性そ の もの は , 必 ず し も T 一
-

T ｡ 系の 活性を反 映

するも の で はな い と考え られ , G H に よ る活性 の 上 昇

な どか ら みて む し ろ細胞の 一 般的 な代謝活性 を反 映 し

て い る可能性が強い . 最 嵐 白血球 ( 主に 好 中球) の

T 一脱 ヨ
ー

ド活性 を検討し た成績で は . 感染や貧食作用

時に 活性が上 昇 す る こ と が 報告さ れ て お り
-

′川
)

リ ン

パ 球の 脱 ヨ ー

ド活性 も単に 甲状腺ホ ル モ ン の 末梢代謝

の直接的反映と考え る よ り は . 非特異的 な細胞の 代謝

活性 を反映し て い る と考 え る方が 事実 に 近 い か も し れ

ない
･ 従 っ て 今後 . 全身性疾患や飢餓 や , 又 . ス テ ロ

イ ド投与時 な どの 検討が さ らに 必 要で あ る と 考え られ

る .

結 論

末梢血リ ン パ 球脱 ヨ ー

ド活性 は , 未治療 の ク レ チ ン

症で低く ･ 機能完進状態の バ セ ドゥ 病 で 高く .
い づ れ

も治療 に よ り正常に 回復し た . G H 投与 の 下垂 体性小

259

人症 で は ･ 投与前後 で 活性の 上昇を み た . い づ れ も臨

床症状 に 一

致 し , こ れ ら の こ とか ら, 本法は 甲状腺 ホ

ル モ ン の 末 梢代謝作用を よく 反映 して い る と考え られ

る .

稿を終え る に臨み , 斬旨導 と衡校閲 を賜わ り ま した 谷口 昂
教授 に深謝 い た し ます . また 終始御指導 ･ 衡助言をい た だ い

た佐藤保肋教授に 心か ら感謝の 意を表 しま す . そ して 御協力
い ただ い た 小児科内分泌 グ ル ー プ の詩先 生 に 感謝 い

､

た し ま

本論文の 要 旨の
一

部は
,
第2 6 回日本内分泌学 会東部部会

( 19 78) 及 び第5 2 回日本 内分泌学会( 197 9) に お い て発 表 し
た .
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