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7 7 6 金沢大学十全医学会雑誌 第102 巻 第 6 号 776- 7 8 6 (1 9 93)

ラ ッ ト 機能 性培 養甲 状腺細 胞 (F R T L 5) の Ⅰ塑

5
'

- 脱 ヨ ー ド活性 に及ぼすイ ン タ ー ロ イ キ ン t lβ,

イ ン タ ー ロ イ キ ン ー6 お よ び腫瘍壊死因子の

影 響 と そ の 作用機序

金沢大学医学部小児科学講座 (主 任 : 谷 口 局数授)

橋 本 浩 之

ラ ッ ト機能性培養甲状腺細胞で ある F R T し5 細胞を 用い て ,
イ ン タ ー ロ イ キ ンー1β(i n t e rl e u ki n-1β,Ⅰし1β) , イ ン タ ー ロ

イ キ ン ー6 (i n t e rl e u k i n-6 , Ⅰし6) お よび 腫瘍壊死因子 (t u m o r n e c r o si s f a c t o r - α, T N F -

α) , の 甲状腺I 塾 5
'
一 脱ヨ ー

ド酵素 (t y p e I

io d o th y r o n in e 5
'

一 d ei o di n a s e , ty p e l I
-5
'

- D ) 活性 お よ び ト5
'

- D の m R N A 発現 へ の 影響に つ い て 検討 した . F R T L - 5 細胸 を

0 ･5 p M の リバ
ー

ス ト リ ヨ ー ドサ イ ロ ニ ン (r e v e r s e trii o d oth y r o ni n e , r T 3) と ト レ
ー サ ー

量の
125
Ⅰ- r T 3 を 含む培養液 で24 時間培養

後 , 培養液中の 遊離 I
~

を ダ ウ エ ッ ク ス 5 0 W
- X 2 カ ラ ム で 分離 しそ の 放射活性 を測定 した . F R T L-5 生細胞 の 脱 ヨ ー ド活性は

甲状腺刺激ホ ル モ ン (th yr oid s ti m ul a ti n g h o r m o n e , T S H) 添加 に よ り 基礎値 の 約 3 倍 に 増 加 し , プ ロ ピ ー ル チ オ ウ ラ シ ル

(p r o p ylthi o u T a Cil , P T U) に よ､
り著明 に 抑制され ,

また サ イ ロ キ シ ソ (th yr o x in e , T 4) に よ り容量依存性 に 阻害 された .
こ れ らの

所見か ら , F R T L - 5 生細胞 の 脱 ヨ ー ド活性は 甲状腺 Ⅰ型 Ⅰ-5
'

- D の 特性 と同様で , 細胞 破砕物 を用 い た 従来の Ⅰ-5
'
- D 測定系よ り

も , 生理 的状態下 で の 甲状腺鼠織 目= 〕 活性 を よく反映す る モ デ ル で ある こ と が 示 唆 され た . 1 0 0 p g/ m l の Ⅰし1β お よ び

IL ･6 は T S H 存在下お よ び非存在下の I , 5
'
- D 活性を 有意に 抑制 した が , T N F -

α の 抑制効果は高濃度で の み観察 され た . サ イ

ト カイ ン 除去に よ り こ れ らの 効果は 消失 した こ と か ら, サ イ ト カ イ ン の 効果は 細胞毒性 に よ る も の で は な い こ と が 示 唆 さ れ

た .

一 方 .
リ バ ー

ス ト ラ ン ス ク リ プ タ
ー ゼ ー

ポ リ メ ラ
ー ゼ 連鎖反応 (r e v e r s e tr a n s c rip t a s e - p Ol y m e r a s e c h ai n r e a c ti o n ) で

IL -1β お よび IL - 6 は ト5
'
- D m R N A の 発現を著明に 抑制 した . 加 え て , こ れ ら の サ イ ト カ イ ン は T S H に よ り 誘導 され た

C A M P 産生 およ び ジ ブ チ ル C A M P (dib u tyl c A M P , ( B u) 2 C A M P ) に よ り誘導 され た I-5
'

- D 活性を 有意に 抑制 した .

一

方＼ 活性

化酸素捕集剤 であ る カ タ ラ ー ゼ (c a t al a s e) , フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ A 2 ( p h o s p h oli p a s e A 2) 阻 害 剤 で あ る デ キ サ メ サ ゾ ン

(d e x a m e th a s o n e) お よび サ イ ク ロ オ キ シ ゲナ ー ゼ (c y cl o o x y g e n a s e) 阻害剤 であ るイ ン ドメ タ シ ソ (i n d o m e th a ci n ) は , い ずれ も

サ イ ト カ イ ン の ト5
'
- D 抑制効果を阻害 しな か っ た . これ ら の 所見か ら, サ イ ト カ イ ン は甲状腺 Ⅰ型 ト5

'

- D 活性 お よ び ト5
,

- D

m R N A の 誘導 を 有意 に抑制 し , そ の 力価 は IL -1β> I L -6 ≫T N F- α で ある こ と , サ イ ト カ イ ン は T S H に よ り 誘導 さ れ る

C A M P 産生糸抑制な らび に c A M P 産生以後 の 末梢 で 作用 しそ の 効果 を 発現す る 可 能性を も つ こ と
,
サ イ ト カ イ ン に よ る

ト5
'
- D 抑制故序に は活性化酸素産生や フ ォ ス フ ォ リパ ー ゼ A 2 系の 活性化は含まれ な い こ と が 示 唆され た .

K e y w o r d s F R T I ; 5 , i n t e rle u ki n - 1β, i n t e rl e u ki n -6 , t u r n O r n e C r O Sis f a c t o r - α
,
t h y r oid al t y p e I

i od ot h y r o ni n e 5
'

- d ei o di n a s e

サ イ ト カ イ ン (c yt o k i n e) ほ免疫系に お い て リ ン パ 球や 単球 で

産生 され る液性調節物質で生体防御機構 に お い て 重要 な役割 を

演 じるが , 単 に 免疫系 の 細胞の み で な く
,
生体の 種 々 の 細胞 で

産生 され他 の 生物活性も有する こ と が 明 らか と な っ た . 近年 .

ウイ ル ス 性肝炎で イ ン タ ー フ ェ ロ ン (i n t e rf e r o n , I F N) や イ ン

タ ー ロ イ キ ンー2 (i n t e rl e n ki n
-2) 療法を受けた患者 で 自己免疫性

甲状腺炎や甲状腺機能低下症の 発症 が見 られ た り
- 卜 5)

, 腫 瘍壊

死因子( t u m o T n e C r O Si s f a c t o r - a , T N F 一

α) や イ ン タ ー

ロ イ キ

ンー1β(i n t e rl e u ki n ｣ β, Iし1β) が動物実験で甲状腺 ホ ル モ ン の 低

下を 引き起 こ し , 甲状腺刺激 ホ ル モ ン (th yr oid s ti m ul a ti n g

h o r m o n e
,
T S H ) に 対する甲状腺の 反応性 の 低 下 を もた らす と

され
6) ､ 8 )

,
サ イ ト カ イ ン が下垂体 一 甲状腺系機能 に 様 々 な影響

を与え て い る証拠が報告 さ れ つ つ あ る . 生体 外 で の 実験系 で

も
,
T N F や Ⅰしl が 甲状腺細胞内 へ の

125
Ⅰ~ の 取 り込 みお よ び有

機化の 抑制
9卜 Ⅰ2}

,
サ イ ロ グ ロ ブ リ ン (t h y r o gl o b u li n) や c A M P 産

生の 修f軒
3)14)

, 培養甲状腺細胞 の 成長を調節する
11)1 2) 1 4 )1 5 )
な どの 幾

つ か の 甲状腺 へ の 生物活性 を共有す る こ と が報告 され た . イ ン

タ ー ロ イ キ ン ー6 (i n t e rl e u k i n- 6 , I L-6) もま た , 我 々 の 臨床研究 に

おい て
, 急性呼吸 器感染症息児 の 血 清 IL -6 値と 血 清 ト リ ヨ ー

ドサ イ ロ エ ソ (trii o d oth y r o ni n e , T 3) 値 ,
T 3/ サ イ ロ キ シ ソ

平成 5 年1 0月2 8 日受付 , 平成 5 年1 1月2 2 日受理

A b b r e vi ati o n s : (B u) 2 C A M P , dib u tyl c A M P ; C R P , C
-t e a C tiv e p r o t e in ; 5 H , 5 - h o r rn O n e - C O n t ai ni n g ; 6 H ,

6 - h o r m o n e - C O n t aini n g ; IF N , i nt e rf e r o n ; Ⅰし1β, in t占rl e u kin - 1β;
･

I L -6
,
i n t e rle u ki n - 6 ; I - 5

,
- D

,
i｡ d ｡ t h y r ｡ ni n e

5
'

- d ei od in a s e ; L T 4
,
L -t h y r o x in e ; P T U ･ p r O p ylt hi o u r a cil ; rIし1β, r e C O m bi n a n t in t e rle u ki n - 1β; rI し6 ,



甲状腺 Ⅰ型 5
'

- 脱 ヨ
ー

ド反応に 対する サ イ ト カ イ ソ の 影響

(th yr o xi n e , T 4) 比が有 意な負の 相関を示
し
16)

･ 生体外実験系 で

も甲状腺 ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ (th y r oid p e r o xid a s e) 遺伝 子発 軋

c A M P 産生や T 3 分泌 の 抑制な どの 甲状腺 へ の 直接作用 を持 つ

こ とが報告 され て い る
17 卜 Ig)

ニの よ う に サ イ ト カ イ ン は甲状腺磯能に 対 し様 々 な影響を与

える に も関わ らず ,
血 清 T 3 の 約 80 % を産生す る肝臓 の Ⅰ型

5
,

脱 ヨ
ー ド反応に 対す るサ イ ト カ イ ン の 影響ほ僅か に ラ ッ ト お

よ び マ ウ ス を 用 い た 3 例 に つ い て 報 告 さ れ て い る に すぎ

ず
附 )

t
甲状腺 の Ⅰ型 5

'

脱 ヨ ー

ド反応に 及ぼす影響は まだ 報告

され て い な い . 最近 ,
ラ ッ ト の 機能性培養甲状腺細胞 で ある

F R T し5 の 細 胞破砕物中 に Ⅰ 型 5
'

脱 ヨ
ー

ド酵 素 (ty p e I

i ｡ d ｡t h y r o ni n e 5
'
-d eio di n a s e

,
ty p e I I- 5

'

- D) 活性 の 存在が報告さ

れ, 甲状腺 ト5
,

- D 活性の 検討 に 有用 で ある こ とが 示 され だ
仰

木研究 で は ,
よ り生理 的な状態で ある F R T し5 の 生細胞を用 い

た け-D 活性測定系の 有用 性を 確立 し , こ の 測定系 を 用
い た

T N F- α, Ⅰし1β お よ び Ⅰし6 の 甲状腺 ト5
'

- D 活性 へ の 直接的影

響お よび リ バ
ー

ス ト ラ ン ス ク リ ブ タ
ー ゼ ー ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反

応 (r e v e r s e t r a n s c ri p t a s e
-

P Oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n , R T
-

P C R) を 用 い た こ れ ら サ イ ト カ イ ン の Ⅰ-5
'

- D m R N A 発 現 へ の

影響に つ い て 検討 した . また ,
サ イ ト カ イ ン 活性の 発現 メ カ ニ

ズ ム に 含 まれ る と され る フ ォ ス フ ォ リ
パ ー ゼ A 2 系 ( ph o s ph oト

ip a s e A 2 p a th w a y) の 活性化
22)

や H 20 2
23 )

,
0 2~
24)

な どの 活性化酸

素の 産生が , こ れ ら サ イ ト カ イ ン の 甲状腺 ト5
'

- D 活性 へ の 影

響に 関与す るか 否か に つ い て も検討を加え た ･

材料お よび方法

Ⅰ . 材 料

1 . 試薬

本研究で は 以下 の 試薬 を 使 用 し た . 牛 胎 児血 清 (Gib c o ･

G r a n d isl a n d , 米 国) , ウ シ イ ン ス リ ン (b o v i n e i n s uli n)

(Si g m a , S t . L o u is , 米国) , グリ シ ルーL ヒ
ス チ ジ ルーし リ ジ ン 酢

酸(gly c yl- L hi s tid yl- し1y si n e a c e t at e) (S ig m a ) ,
ハ イ ドロ コ ル チ

ゾン (h y d r o c o r tis o n e) (S ig m a) , ヒ ト
ア ポ ー ト ラ ン ス フ ェ リ ン

(h u m a n a p o-tr a n Sf e r ri n ) (S ig m a) , ソ
マ ト ス タ チ ン ( s o m a t o s t~

atin ) (S ig m a) , ウ シ T S H (b o vi n e T S H ) ( S ig m a) , リ
バ ース ト リ

ヨ ー ド サ イ ロ ニ ン (r e v e r s e trii o d ot h y r o ni n e , r T 3) (S i g m a) ･

t2 5
I- r T 3 ( A m e r s h a m J a p a n , 東京) , 牛血 清 ア

ル ブ ミ ン (b o vi n e

s e r u m al b u m i n) (S i g m a ) , ト リ ク ロ ロ 酢 酸 ( t ric hl o r o a c e tic

a cid ) ( 和 光純薬 , 大 阪) , 3-イ ソ プ チ ルーし メ チ ル キ サ ン チ ン

(3-i s o b u t yl- L- m e th yl
-

X a n t hi n) ( Si g m a) . 3-(4 , 5)- ジ メ チ ル チ ア

ゾ ー

ル
ー2
,
5- ジフ ェ ニ

ー

ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド (3-(4 , 5 )-

di m e th ylthi a z ol-2 , 5 ,Tdi p h e n ylt e tr a z oli u m b r o m id e ( S ig m a ) , オ リ

ゴ d( T ) プ ラ イ
マ M

( 01ig o d( T ) p ri m e r , P d( T ) 1 … ) (P h a r m a c
i a

･

しp p s al a , ス
エ ー デ ン) , ラ ウ ス 関連ウ イ ル ス リ バ

ー ス ト ラ ン ス

ク リ プ タ ー ゼ ( R o u s a s s o c ia t e d v ir u s r e v e r s e t r a n s c
rip t a s e) (宝

酒 乱 京都) , T h e r m u s a q u a ti c u s D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ ( A m pli

T a q T h e r m u s a q u a ti c u s D N A p ol y m e r
a s e ) ( P e r ki n-E l m e r

C e t u s
, E m e r y v ille , 米 国) , ア ガ ロ

ー

ス ( a g a r o s e) ( H 1 4

T A K A R A
, 宝 酒 造) , エ チ ヂ ウ ム ブ ロ マ イ ド ( e t hidi u m

b r o mi d e) (P h a r m a ci a) , ジ チ オ ス レ イ ト
ー ル (dithi o thl eit ol) ( 和

777

光純薬) , プ ロ ピ
ー ル チ オ ウ ラ シ ル ( p r o p ylt hi o u r a cil , P T U)

(S ig m a) , L
- サ イ ロ キ シ ソ (L-th yr o xi n e , L- T 4) (S ig m a) , ジ ブチ

ル C A M P (di b u tyl c A M P , ( B u) 2 C A M P ) (生化学工 業, 東京) , カ

タ ラ ー ゼ ( c a t al a s e) (S ig m a) , デ キサ メ サ ゾ ソ (d e x a m e th a s o n e )

( Si g m a) , イ ン ド メ タ シ ソ (i n d o m e th a cin) (S ig m a)

2 . サ イ ト カ イ ン

ヒ ト 観 み 換 え 塾 T N F
-

α ( r e c o m b i n a n t t u m o r n e c r o sis

f a c t o r - α, r T N F-α) (4 .8 × 1 0
7
u/ m g) は サ ン ト リ

ー 株式会社 ( 東

京) か ら ,
ヒ ト組み 換え 型 IL -1β(r e c o m b i n a n t i n t e rI e u k i n-1β,

rI L-1β) ( 2 × 10
T
U/ m g) ほ大塚製薬株式会社 (徳島) , 平井嘉勝博

士 か ら
,
ヒ ト 組 み 換 え 型 II ; 6 ( r e c o m b i n a n t i n t e rl e u ki n

- 6
,

rI L- 6) (5 ×1 0
6
u/ m g) は大阪大学医学部

バ イ オ メ デ ィ カ ル 教育

研究セ ン タ ー

, 平野俊夫博士 か ら供与 され たもの を用 い た ･

3 . 培養細胞

N a tio n al I n s tit u t e of H e a lth ( B e th e s d a , 米国) の K o h n 博士

よ り供与され た ラ ッ ト 故能性培養甲状腺細胞 で あ る F R T し5

を 用 い た . 5 6 ℃ で30 分間処理 して 非働化 した 5 % 牛胎児血清を

含 む ハ ム F-1 2 培養液 (H a m F-1 2 m e d i u m ) ( G ib c o) に ,
1 0 p g/

m l ウ シ イ ン ス リ ソ , 1 0 n g/ m l グ リ シ ル L, ヒ ス チ ジ ル し リ ジ

ン 酢酸 ,
1 0 n M ハ イ ド ロ コ ル チ ゾ ン

,
5 鵬/ m l ヒ ト ア ポ

ー ト ラ

ン ス フ ェ リ ソ
,
1 0 購/ m l ソ マ ト ス タ チ ン を 加え た 5 ホ ル モ ン 含

有 (5 -h o r m o n e - C O n t ai ni n g , 5 H) 培 養 液 ま た ほ 5 H 培 養 液 に

1 m U/ mi の ウ シ TS H を 加 え た 6 ホ ル モ ン 含有 (6
-h o r m o n e-

c o n tai n i n g , 6 H ) 培養液を用 い ,
1 0 0 単位/ m l ペ ニ シ リ ン G ( 明治

製乳 東京) およ び 1 恥g/ m l ゲ ン ク マ イ シ ソ ( シ ェ リ ン グプ ラ

ウ
, 大阪) を添加 した . 細胞ほ37 ℃ J C O 2 濃度 5 % の 条件下,

6 H 培養液中で 培養 し た . 通 常 l 細胸 数ほ ト リ プ シ ン 処 理後

コ
ー ル タ ー カ ウ ン タ ー

( c o ult e r c o u n t e r , C o ult e r E le c tr o ni c s ,

H i aI e a h
, 米国) を 用 い て 計測 した .

Ⅱ . 方 法

1 . F R T し5 生細胞を 用い rT 3 を基質と した 脱 ヨ
ー ド反応の

測定

F R T L-5 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 後 ,
4 8 穴 培 養 プ レ

ー ト

( C o s t e r . C a m b rid g e , 英国) に F R T L-5 細胞 を1 ウ
ニ ル ( w ell) あ

た り l x 1 0
5

個ず つ 6H 培養液中で培養 し, 単層状態と な っ た と

こ ろ で 実験 に 供 した . ま た
,
T S H 除去実験で は 単層状態 とな っ

た 後 5 H 培養液に 換え , さ らに 8 日 間培養後実験に 用 い た ･

細胞を , 0 .5 FL M r T 3 と ト レ
ー サ ㌧ ｣ t r a c e r) 量の

125
I-r T 3 を含む

40 恥1 の 5 H 培養液ま た は 6H 培養液中で , 3 7 ℃ ,
C O 2 濃 度

5 % の 条 件 下に 培養 し , 培養終 了 時 に 上二清 10 伸l を 採 取 ･

1 0 0 〃t の 2 % 牛血 清ア ル ブ ミ ン ,
8 0 0 ′̀l の ト リ ク ロ ロ 酢酸を加 え

3000 回転1 0 分間遠心 L , 上 清を ダ ウ エ ッ ク ス 5 0 W - X 2 カ ラ ム

(室町 化学工業 , 京都) で ｢ を吸 着 . 2 m l の 1 0 % 酢酸でⅠ~ を溶

出 し 分離 さ れ た
125
1~ を ウ ニ ル 型 T- カ ウ ン タ

ー

( w ell t y p e

r c o u n t e r) で 測定 した ,

2 . 培養液中の C A M P の 測定

F R T L-5 細胞の C A M P 塵生に 及 ぼ すサ イ ト カ イ ン の 影響を

検討する た め 培養液中 の c A M P 濃度 を 測定 した ･ 1 0 n g/ m l

T N F
-

α
,
1 n g/ m l の Ⅰし1β ま た は Iし6 を 含む 5 H また ほ

6 H 培

養液と48 時間培養後 ,
0 ,5 皿 M 3 イ ソ プチ ル L

- メ チ ル キ サ ン チ

r e c o m bin a n t i n t e rle u ki n - 6 ; r T N F
-

α , r e C O m bin a n t t u m o r n e c ro sis f a c t oトα; R T
- P C R ･ r e V e r S e t r a n s c rip t a s e

r

p ol
-

y m e r a s e c h ai n r e a c tio n ; r T 3 , r e V e rS e t riio d ot h y r o ni n e ; t D N
A
,
t e m p lat e D N A ; T N F

- α
,
t u m O r n e C r O S is

f a c t o r - α; T S H , th y r oid s ti m ula ti n g h o r m o n e ; T 3 , t riio d o t h y r o ni n e ; T
4
,
t h y r o xi n e
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T a bl e l ･ 01i g o n u cl e o tid e p ri m e r s f o r a m plifi c ati o n o f t h e t y p e I I
- 5
･

- D

S e q u e n c e L o c a ti o n O ri e n t a ti o n

5
'

T G T C C C A G C T A T G G C T G T G G 3
-

1 4 -

3 3 S e n s e

5
'

A C T G A G G C A T G T G T C C A G G T 3
,

7 5 6 - 7 7 5 A n ti s e n s e

A ll p ri m e r s e q u e n c e s a r e p r e s e n t e d i n th e s e n s e o Ti e n t a ti o n .

6 1 2 1 8 2 4 3 0

I n c u b a 也O n ti m e ( h r)
F i g ･ 1 T i m e c o u r s e of th e d ei o di n ati o n f r o m r e v e r s e

trii o d o th y r o n in e (r T 3) i n li v e F R T L -5 c ell s c ult u r e d i n 5 H

m e di u m (5 -h o r m o n e- C O n t ai n i n g m e di u m , e ) o r 6 H m e di u m
(6- h o r r n o n e c o n t ai ni n g m e di u m , 5 H m ed i u m pl u s l m U/ m l
Of T S H , ○) ･ P oi n t s a r e th e m e a n 土S D of tri pli c a t e

d e t e r mi n atio n s . R e s ult s a r e e x p r e s s ed a s lib e r a t e d I- f r o m
T T 3 p er l x l O

6
c ells . C e11s i n 5 H m e d i u m w e r e c ult u r e d

W ith o u t T S H f o r 8 d a y s b ef o r e a s s a y e d .

ン と上 記サ イ ト カ イ ン を含む また は含 まな い
, 新鮮な 5 H また

ほ 6 H 培養液に 交換 し
,
さら に24 時間後上 清 10 抽 を 採取 し酵

素免疫法 に よ る 測定 キ ッ ト (R P N 2 2 5 c y cli c A M P E I A
,
kit

,

A m e r s h a m J a p a n ) に よ り測定 した . 培養終了時 の 生細胞数 は

3 -( 丸5)- ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル ー2 ふ ジ フ ェ ニ
ー

ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ

ロ マ イ ド に よ る 発色法
25)
に て 算 出 し , C A M P 畳 は p m o V

l x 冊 細胞 ･ 24 h r で表現 した .

3 ･ R T - P C R 法 に よる I -5
'
-

D m R N A の 検出

F R T し5 細胞ほ 6 H 培養液中で培養 し
,
1 ×1 0

6

個の 細胞か ら

抽出 した 全 R N A を オ リ ゴ d( T) プ ラ イ マ ー 1 6 0 n g を 含 む

50 〃卜の 反応液に 溶解 した . 6 5 ℃ でユ5 分間前処置 し
,
ラ ウ ス 関連

ウ イル ス リ バ ー

ス t ラ ン ス ク リ ブ タ ー ゼ を加え た 後さ らに 1 時

間保温 ･ 5 恥l の 水 を加えセ フ ァ デ ッ ク ス G -5 0 1 m トを充填 した

ス パ ン カ ラ ム ( s p u n c ol u m n) に注 ぎ150 0 回転 5 分間遠心 し, 得

ら れ た 溶液 の 5 % を P C R の 鋳 型 D N A (t e m pl a t e D N A ,

t D N A ) と して用 い た ･ tD N A を 表1 に 示す ラ ッ トI -5
,

. D に 特異

的なプラ イ マ ー 対 紬 で r 力g r 〝1 以∫ 呵 以αf 加 ∫ D N A ポ リ メ ラ ー ゼ

を用い D N A サ ー マ ル サ イ ク ラ ー (D N A th e r m al c y cl e r) (宝 酒

造) で増幅 した ･ 1 -P C R サ イ ク ル を94 ℃ 60 軌 60 ℃ 12 0 軌

T a bl e 2 ･ T h e eff e c ts of p r o p ylthi o u r a cil (P T U) a n d
t h y r o xi n e ( T 4) o n th e r el e a s e of I

-

fr o m r e v e r s e
t rii o d o th y r o n i n e (r T 3) i n li v e F R T L - 5 c ell s

D r u g

R el e a s e of I
~

( p m o V l X l O
8
c ells ･ 2 4 h r)

( m e a n ±S D . n = 3)

5 H m e di u m
i)

6 H m e di u m
hl

C o n tr oI

P T U C o n c .
c)

( m M )

0 . 0 0 1
■

0 . 0 1

0 . 1

T 4 C o n c . (〟M )

5

5 0

4 1 . Z 士2 . 8 1 4 3 . 5 士4 . 3 9

1 2 . 0 士1 . 9
日 *

3 3 . 8 士2 . 9
* ★*

1 1 . 0 ±0 . 1
= *

3 4 . 6 士0 . 9
* =

1 3 . 0 士2 . 1
* …

2 6 . 0 士2 . 0
♯輌

3 3 .3 ±1 . 8
叫

1 3 3 .5 ±1 . 7
*

1 3 . 2 ±2 . 4
… *

8 2 . 6 士7 . 2
* * ■

a) 5 H m e di u m (5 - h o r m o n e - C O n t ai n i n g m e di u m ) c o n t ai n s
l O FLg/ m l i n s uli n , 1 0 n g/ m l gly c yl- しhi s ti d yl

- L -

1 y si n e
a c e t a t e , 1 0 n M h y d r o c o r ti s o n e , 5 JL g/ m l t r a n sf e r ri n a n d
l O n g/ m l s o m a t o st a ti n .

b) 6 H m e di u m (6 - h o r m o n e - C O n t ai ni n g m e di u m ) in di c a t e s
5 H m e di u m wi th l m U / m l b o vi n e th y r oi d sti m u l ati n g
h o r m o n e (T S H ) .

C) C o n c . , C O n C e n t r a ti o n .

*
P < 0 ･0 5

1

* *

p < 0 ･0 2 ,
…

p < 0 ･0 01 c o m p a r e d wi th c o n tr ol

7 2 ℃ 18 0秒 と し
, 本実験で は25 , 2 8 及 び31 サ イ ク ル 増幅 して

評価 した ･ 最終 P C R サ イ ク ル で72 ℃10 分間伸張反応後, 反応

産物を 1 ･5 % ア ガ ロ ー

ス ゲ ル で電気永勤 し ェ チ ヂ ウ ム ブ ロ マ イ

ドで 可視化 した ･ 内部標準と して ベ ー タ ー ア ク チ ン (β- a Cti n ) の

m R N A を
, β- a C ti n 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 同 様 に

R T - P C R 法 で 評 価 し た . 1- P C R サ イ ク ル は94 ℃ 90 軌 55 ℃

90 秒 , 7 2 ℃ 12 0秒 と した .

4 . 統計学的検討

全 て の 実験 は 1 検体に つ き3 回 (tri pli c a t e) 測 定 し , 得 られ た

成績は平均値 士標準偏差 (s t a n d a r d d e vi a ti o n , S D ) に て 表記 し

た ･ 平均値 の 検定 に ほ 多群間の 比較 で ほ 1 元 配 置分散分析後

S h eff a の 多重比較検定を , ま た 2 群間の 比較 で は St u d e n t t 検

定を 用 い た ･ 危険率 5 % をも っ て 有意差あり と判定 した .

成 績

Ⅰ ･ F R T し5 生細胞の脱 ヨ ー

ド活性の 特徴

図1 に F R T し5 生細胞に よ る r T 3 の 脱 ヨ ー ド反応 の 経時的

変化を 示 す･ 遊離 され た Ⅰ量は時間依存性に29 時間 まで 直線的

に増加 した . ゆ え に 以下の 実験 では24 時間の 反応時間を採用 し

た ･ 6 H 培養液 で 遊離 ヨ ー

ド畳ほ 5 H の そ れ の 約3 倍 で T S H 依

存性を示 した ･ 臓器の ホ モ ジネ ー ト (h o m o g e n a t e) や 細胞破砕

物 中 の ト5
'

- D 活 性測定時 に 用 い る ジ チ オ ス レ イ ト ー ル は

0 ･2 5 m M 以上 で 細胞毒性を発揮 したた め以下の 実験 で は使用 し



甲状腺 Ⅰ塑 5
'

-脱 ヨ
ー

ド反応 に 対する サ イ ト カ イ ン の 影響

なか っ た . 表 2 に 示 す ように F R T し5 生細胞の 脱 ヨ
ー ド反応は

0 .0 01 m M プ
ロ ピ ー ル チ オ ウ ラ シ ル に よ り著明 に , また LL T 4 に

ょ り容量依存性に 脱 ヨ
ー

ド反応 を 抑制 した ･ 以上 の 結果 よ り

F R T し5 生細胞 に よ る r T 3 の 脱 ヨ
ー

ド反 応 は 甲状腺 Ⅰ型

Ⅰ-5
】
- D に よ るもの と考 え られ た .
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1 0 p g / m 1 1 0 0 p g / m 1 1 n
g / m l l O n B / m l

1 0
p g / m 1 1 0 0 p g / m 1 1 n g / m l 1 0 n g / m l

C o n c e n tr a ti o n o f c y t o ki n e

F ig . 2 T h e eff e c ts of t u m o r n e c r o si s f a c t o r- a ( T N F-α) ,

i n t e rl e n k in -1β (Ⅰし1β) a n d i n t e rl e u ki n-6 (Ⅰし6) o n I-5
'

一D

a cti vity i n li v e F R T L-5 c ell s c u lt u r e d i n 5 H m e d i u m ･ C e11s

w e r e c u lt u r e d w it h o u t th yr oid s ti m ul a ti n g h o r m o n e (T S H)

f o r 8 d a y s b ef o r e a s s a y e d . T h e I
-5
'
- D a s s a y w a s p e rf o r m

-

e d f o r O - 2 4 h r ( A ) , 4 8
- 7 2 h r (B) a n d 1 4 4 - 1 6 8 h r (C )

af t e r th e a d diti o n of c yt o ki n e s (1 0 p g/ m l
-

1 0 n g/ m l) .

E a c h c ol u m n r e p r e s e n ts th e m e a n 土S D of tripli c a t e

d et e r mi n a ti o n s . R e s ult s a r e e x p r e s s e d a s th e p e r c e n t a g e

Of lib e r a te d I~ p e r w ell i n c o m p a ri s o n w ith c o n tr ol ( C ult u r e d

W ith o u t c yt o k i n e s) . 申, T N F
-

a ; 盟 , Ⅰし1β; 際 , I L -6 ･
*

p < 0 .0 5 , 榊 p < O .0 2 5 , * *
*
p < 0 .01 . S y m b oI i n th e c ol u m n

m e a n s･ C O m p a ris o n wi th c o n tr ol , a n d ･ O n th e b ar m e
a n s

C O m p a ri s o n b e t w e e n e a c h c ol u m n .

77 9

Ⅲ . F R T L - 5 生細胞の ト5
,
- D 活性に 対するサ イ トカイ ンの

影響

サ イ ト カイ ン が F R T し5 生細胞の ト5
'

- D 活性に 及ぼす影響を

添加早期か ら長期に か けて 検討す るた め ,
サ イ ト カ イ ン 負荷後

0 - 2 4 時F凱 48
-

7 2 時 間お よ び1 44
- 1 6 8 時 間 に お い て ト5

'
- D

ア ッ セ イ ( a s s a y) を 行な っ た . こ の た め
, 培養 中に 各ウ ニ ル の

細胞数 に 変化 が な い か 否 か を 検討す る た め ,
1 0 n g/ m l の

T N F-α , I L
-1β およ び IL -6 の 負荷後24 時間, 72 時 間およ び168 時

間 に ,
コ ー ル タ

ー

カ ウ ン タ
ー

を 用 い て 細胞数を計測 した ■ 細胞

数は 時間と共むこ徐々 に 増加 した が ,
サ イ ト カ イ ン 負荷群お よ び

非負荷群の 間 に 有意差ほ見られ な か っ た . よ っ て
,
以下 の 実験
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C o n c e n t r a ti o n o f c y t o k i n e

F i g . 3 T h e eff e c t s of T N F- a , I L
-1β a n d I L - 6 0 n I -5

㌧
D

a c ti vi ty i n li v e F R T し5 c ells c u lt u r e d i n 6 H m e
di u m ■ A

,

0 -2 4 h r ; B , 4 8
-7 2 h r ; C , 1 4 4

-1 6 8 h r i n c u b atio n af t e r th e

a d diti o n of t y to k i n e s , 艶, T N F
-

α; 盈, l L ,1 β; # , I L - 6 ･

T h e p r o c e d u r e f o r e x p e ri m e n t s a n d s t a tis ti c al a n aly si s , a n d

th e m e a n of th e s y m b oI s･ W e r e th e s a m e e m pl o y e d i n th
e

5 H m e di u m - a S S a y .
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で は 各 ウ エ ル 当た り の r T 3 か ら の 脱 ヨ ー ド量を 対照 ( サ イ ト カ

イ ン 非負荷) の そ れ と 比較 し, 百 分率で 表記 した . また ,
サ イ ト

カ イ ン の 負 荷濃度ほ そ れ ぞれ 10 p g / m l か ら 10 n g/ m l と し ,

5 H お よび 6 H の 両 培養液 で そ れ ぞれ ト5
'

- D 活性 の 測定 を 行

な っ た .

図2 に 5 H 培養液 , 図 3 に 6 H 培養液の 成績を示 す . 5 H 培養

液 で ほ 100 p g/ r山I L-1β およ びIL-6 の 負荷後48 - 7 2 時 間の ア ッ

セ イ で , 有 意な脱 ヨ
ー

ド活性の 抑制 が見 られ た . しか し
,
0 -

7 2 時間 , 1 44
-

1 6 8 時間の ア ッ セ イ に 有意な変化は見られ なか っ

た . 0 - 2 4 時間 の ア ッ セ イ でi･ま, 1 n g/ m l 以上 の IL -1β, 1 0 n g/

m l の T N F -

a お よ び IL -6 に おい て
,
I -5

'

- D 活性 の 有意 な低下

は ほ ぼ 同程度の 約 20 % で あ っ た . 4 8
-

7 2 時間 ,
1 4 4 - 1 6 8 時 間の

ア ッ セ イ で は , 高濃度の IL-1βお よびIL - 6 に お い て 容 量依存性

の Ⅰ-5
'

- D 抑制効果 が見 られ た . ま た ,
1 0 n g/ m l の I L-1β, IL- 6

で は
, 抑制効果は時間依存性に 増強 した .

T N F t

α の 有意 に 抑制

効果は 1 n g/ m I で 初め て見 られ た が , それ は IL
-1β, I L -6 に 比 べ

有意に 弱か っ た .

6 H 培養液 でも 5 H 培養液 と ほぼ 同様の 成績が得 られ た . サ

イ ト カ イ ン 負荷後 0 - 2 4 時間の ア ッ セ イ で は 100 p g/ m l 以上 の

Ⅰし 旭 Ⅰし6 で 約 20 % の ト5
'
- D 活性 の 抑制が 見 られ 容量依存性

は なか っ た . 4 8 - 7 2 時間, 1 4 4 - 1 朗 時間の ア ッ セ イ で は IL -1β,

I L -6 の 抑制効果 は時間お よ び 容量依存性 であ っ た . そ して

IL-1β の 抑 制力価 ほ IL
- 6 よ り 有 意 に 強 か っ た . T N F-α の

ト5
'
疇 D 活性抑制効果ほ 1 0 n g/ 血 で 初め て 見 られ た . しか しそ の

効果ほ Ⅰし1 且Ⅰし6 に 比 べ 明 らか に 弱か っ た .
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D a y a f[ e r r e m o v l n g ⊂y t O ki n e

F i g ■ 4 T i m e c o u r s e of r e c o v e ry of I
-5
,
- D a c ti vity a ft e r

r e m o v aI of c y t o ki n e . F R T L
-5 c ell s w e r e i n c u b a t e d i n 6 H

m e di u m w ith 2 0 n g/ m l of T N Frα (○) , 2 n g/ m l of I L-1β
( □) o r I L - 6 ( ●) , O r wi th o u t c y t o ki n e f o r 1 6 8 h r . A f t e r

1 4 4 -1 6 8 h r (d a y O) a s s a y of ト5
'
- D
,
C y t O ki n e w a s r e m o v e d .

I -5
'

- D a s s a y f o r 2 4- 4 8 (d a y 2) , 4 8 -7 2 (d a y 3) , 7 2 -9 6 (d a y 4)
a n d 1 2 0 -1 4 4 h r (d a y 6) af te r r e m o v in g c y t o ki n e w e r e

p e rf o r m e d ■ R e s u lts a r e e x p r e s s e d a s th e p e r c e n t a g e of

lib e r a t e d r p e r w ell i n c o m p a ris o n w ith c o n tr ol ( c u lt u r e d

W ith o u t c yt o k i n e s) ･ P oi n t s a r e th e m e a h 土S D of tripli c a t e

d e t e r mi n a ti o n s ･ * p < 0 .0 1 , * * p < 0 .0 0l c o m p a r e d t o c o n tr ol

(c u lt u r e d w iJth o 山 C yt O k i n e s) .

Ⅲ ･ サイ トカイ ン除去後の F R T L - 5 生細 胞 ト5
'
- D 活性の回

復

図 に サ イ ト カ イ ン 除 去後 の ト5
'

- D 活性 の 変 化 を 示 す .

F R T し5 細胞 は 20 n g/ m l T N F -

α , 1 0 n g/ m l Iし1β ま た は IL 6

を含 む 6 H 培養液 で 培養 し , サ イ ト カ イ ン 添加後144 -

1 68 時間

の ト5
'

- D ア ッ セ イ (d a y O) を 行な っ た後 サ イ ト カ イ ン を除去.

除去後24 -

4 時 間 (d a y 2) , 48 - 7 2 時間 (d a y 3) , 7 2 疇

9 6 時間

(d a y 3) , 1 2 0 - 1 4 4 時 間 (d a y 6) に ア ッ セ イ を 行 な っ た .

T ＼F-α に よ る約 20 % の I-5
'

- D 活性の 抑制は d a y 2 に は消失し

て い た . I L-1β に よ る約 50 % お よ び Ⅰし6 に よ る約 30 % の

ト5
'

一D 活性 の 抑制 は約 10 % の 抑制 と な る ま で 直 線的 に 減少し

た ･ そ して
,
Ⅰし6 の 抑制効果 は d a y 3 , Ⅰし1β の そ れ ほ d a y 6

に は 消失 した .

Ⅳ ･ C A M P に より誘導 された ト5
'
- D 活性 に及ぼ すサイトカ

イ ン の 影響

F R T L- 5 細 胞 を 5 H 培 養 液 で 8 日 間 培養後 ,
0 .5 m M の

(B u) 2 C A M P を 加え さら に 培養 した . I- 5
'

- D 活性 は経時的に 増加

し8 日後に は ピ ー

ク(5 H 培養液単独の 約1 . 6 倍) に 達 した . よ っ

て
, (B u) 2 C A M P 添加 8 日後に 実験 を 開始 した . IN 5

'

- D ア ッ セイ

は
1
1 0 n g/ m l の T N F-α , 1 n g/ m l の I L-1β ま た は I し6 の 5H

培養液 へ の 添加 後 ,
0 - 2 4 時 軋 48 -

7 2 時間及 び144 -

1 68 時間

に 行 な っ た ｡ 園 5 に 成 績を 示 す . こ れ ら の サ イ ト カ イ ン ほ

(B u) 2 C A M P よ り誘導さ れ た Ⅰ-5
'

- D 活性を 有意 に抑制 した . そ

の 結果は 6 H 培養液で見 られ た ト5
'

- D 抑制効果(国 3) と ほ ぼ同

様であ っ た .

Ⅴ . サイ トカイ ン の ト5
'
- D 抑制効果に対す る活性化酸素捕

集剤の影響

H 20 2 や 0 2 な どの 活性化酸素掃集剤 で ある カ タ ラ ー ゼ を 用 い ,

サ イ ト カ イ ン の Ⅰ
- 5
'
- D 抑制効果を減弱 させ るか 否か 検討 した.

1 1-1 0 0FL g/ m l の カ タ ラ
ー ゼ と 10 n g/ m l の T N F一α . 1 n g/ m l の

コ
U

主
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1

4 0
0 - Z 4 b r 4 8 - 7 2 b r 1 4 4 - 1 6 8 h r

I n c u b a ti o n d m e a fte r th e a d diti o n o f c y t o ki n e

F ig . 5 T h e eff e c ts of T N F- α (1 0 n g/ m l) , Ⅰし1β(1 n g/ m l)
a n d I し6 (1 n g/ m l) o n c A M P i n d u c e d I - 5

'
- D a c ti vit y .

A ft e r c u lt u r e d i n 5 H m e d i u m f o r 8 d a y s , 0 .5 m M (B u)2 C-
A M P w a s a d d e d t o th e 5 H r n e d i u m . A f t e r 8 d a y s c u lt u r e

i n 5 H m e di u r n wi th (B u)2C A M P , I -5
'

- D a s s a y f o r O
-2 4 , 48 -7 2

a n d 1 44 -1 6 8 h r af t e r th e a d diti o n of c y t o ki n e s w a s

P e rf o r m e d , E a c h c ol u m n r e p r e s e n ts th e m e a n ±S D of

tripli c a t e d e t e r m i n ati o n s . R e s u lts a r e e x p r e s s e d a s th e

p e r c e n t a g e o f lib e r a t e d I
,

p e r w e11 i n c o m p a ris o n w ith

C O n tr Ol ( c ult u r e d w ith o u t c yt o ki n e s) . 匿, T N F -

α ; 艶
IL -1β; 翳, Ⅰし6 ･ * p < 0 ･0 1 ･ S y m b ol i n th e c ol u m n m e a n s

C O m p a ri s o n wi th c o n tr ol , a n d o n th e b a r m e a n s c o m p a ris o n

b e t w e e n e a c h c ol u m n .



甲状腺 Ⅰ型 5
'

一脱 ヨ
ー

ド反応に 対す るサ イ ト カ イ ン の 影響

Ⅰし1β ま た は Ⅰし6 を含む 6 H 培養液中 で F R T し5 を培養 し ,

培養開始後48
- 7 2 時間の ア ッ セ イ を行 な っ た 0 図6 に そ の 成蹟

を示 す.
カ タ ラ

ー ゼ は そ れ 自身容量依存性に 有意な ト5
'

- D 活性

の抑制を示 した . しか し, サ イ ト カイ ン の ト5
'

- D 抑制効果ほ阻

害され な か っ た ･

Ⅵ . サイ トカイ ンの ト5
'
- D 抑制効果に対する フ ォ ス フ ォ リ

パ ー

ゼ A 2 系阻害剤の影響

フ ォ ス フ ォ リ
パ ー ゼ A 2 系が サ イ ト カ イ ン の け-D 抑制効果

の 発現系 に 含まれ るか 否 か を検討す るた め フ ォ ス フ ォ リ
パ ー ゼ

A 2 阻害剤 で ある デ キ サ メ サ ゾ ン を 4
- 4 0 0 n g/ 皿1 ま た は サ イ ク

ロ オキ シ ゲ ナ
ー ゼ ( c y cl o o x y g e n a s e) 阻害剤で ある イ ン ド メ タ シ

ソ を 5
-4 0 FLM , 1 0 n g/ m l の T N F

-

a
,
1 n g/ m l の Ⅰし1β ま た は

IL-6 を含む 6 H 培養液中で F R T L-5 を 培養 し, 培養開始後48
-

7 2時間の ア ッ セ イ を行 な っ た ｡ 図 7 に そ の 成績を 示 す･ デ キサ

メ サ ゾ ソ と イ ン ドメ タ シ ソ ほそ れ 自身 ,
Ⅰ-5

'
- D 活性 を有意 に 増

加させ た が サ イ ト カ イ ン に よ る阻害は影響を受けな か っ た ･

Ⅶ . サ イ トカ イ ンが F R T L
- 5 の c A M P 産生能 に及ぼす影響

c A M P 産生 の 変化が サ イ ト カ イ ン の 効果発現系 に 含 ま れ る

か否か を 検討する ため , 培養液中の c A M P 量を 測定 した ･ 衷

3 に示 す よ うに ,
T N F- a , Ⅰし1β, I L 6 共に 5 H 培養液( T S H 非

依存性) で の C A M P 産生量に ほ有意な変化を与 えな か っ た ･ し

か し , 6 H 培養液( T S H 依存性) で ほ ,
い ずれ の サ イ ト カ イ ン も

F R T L-5 細胞の c A M P 産生量を 有意に 減少 させ た .

Ⅶ .
F R T レ5 細胞の ト5

,
- D m R N A 発現 に及ぼ すサイ トカイ

ン の影響

F R T L- 5 細胞 は 6 H 培養液 で 培養 し , 1 0 n g/ m l の T :( F
-
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C a t al a s e( 〃g/ m l)

F ig . 6 T h e eff e c t s of c a t al a s e ( s c a v e n g er of a c ti v e o x y g e n

s p e ci e s) o n th e i n hibit o r y eff e c t of c y t o ki n e s o n I-5
'
- D

a c ti v it y i n 6 H m e di u m ･ ト5
'
- D a s s a y i n 6 H m e di u m f o r

48 - 7 2 h r af t e r th e a d d iti o n of l O n g/ m l of T N F- α(○) o r l

n g/ m l of I L-1β(口) o r I し6 (○) , a n d l l
-1 0 0 p g/ m l c a t al a s e

w a s p e rf o r m e d . # p < 0 .0 2 , ‡♯p < 0 ･0 1
, 椚用p < 0 ･0 0 1 c o m p aT

r e d t o c o n tr ol O ( c u lt u r e d wi th o u t c y t o ki n e s a n d c a t al a s e) ･

*
p < 0 .0 5 , * * p < 0 .0 1 , *

* * p < 0 .0 0 1 c o m p a r e d t o c o n tr ol

( c u lt u r e d wi th o u t c yt o ki n e s ロ) . R e s u lts a r e 早X p r e S S e d a s

th e p e r c e n t a g e of lib e r at e d I
~ p e r w e u in c o m p a ri s o n wi th

c o n t r o1 0 ; P oi n t s a r e th e m e a n j= S D of tripli c a t e d e t e r m i-

n a ti o n s .

M

ト
h

∈
○

と
p
U

叩
d

U
-

巴
｣
]

○

叫
已

O
S

d
【

コ
U

∈
d

宍
む

P
】

n
O

月
よ
≧
こ
e
h
言
O
U

S

>

宗

M

←
h

∈
〇

七
p

党
葬
菩
巴
｣
-

○

已

℃
d

召
む

∈
O

p

眉
】

ゴ
○

占
雲
r

【

O

出
口
O
〕

S

>

辞

0

0

0

1

0

q
一

l

l

0

0

0

ハ

U

n

G

7

′

0

5

0

0

0

フ
ー

1

0

1

1

1

0

0

0

n
ノ

8

7

7 8 1

0 4 4 0 4 0 0

D e x am e th a s o n e( n g / mi )

B

0 2 1 0 5 0

In d o m e t h a 亡i n( 〃M )

F i g . 7 T h e eff e c t s of d e x a m e th
a s o n e ( a p h s p h oli p a s e A 2

i n hi bit o r
,
4-4 0 0 n g/ m l, A ) a n d i n d o m e t h a ci n ( a c y cl o o x y g-

e n a s e i n hibit o r , 2 -5 0 p M ,
B ) o n t h e i n hibit o r y eff e c t of

c yt o ki n e s o n I
-5
,

- D a c ti vi ty i n 6 H m e di u m ･ ト5
'

- D a s s a y i n

6 H m e di u m f o r 4 8
-7 2 h r aft e r t h e a d diti o n of l O n g/ m l of

T N F- α (○) o r l n g/ m l of I L-1 β( □) o r IL-6 (◎) , a n d

d e x a m a th a s o n e o r i n d o m e th a ci n w a s p e rf o r m e d . R e s ults

a r e e x p r e s s e d a s t h e p e r c e nt a g e of lib e r a t e d I
- p e r w ell i n

c o m p a ri s o n w ith c o n tr ol O ( c ult u r e d w it h o u t c y t o ki n e s a n d

P h o s p h oli p a s e A 2- p a th w a y i n hib it o r ) ･ # p < 0 ･0 2 5 , 紳 p < 0 ･0 1

c o m p a r e d t o c o n t r ol O ･
* p < 0 ･0 5 ■

* * p < 0 ･0 1 , * * * p < O 10 0 1

c o m p a r e d t o c o n tr ol ( c ult u r e d
w ith o u t c y t o ki n e s El ) ･

P oi n t s a r e t h e m e a n ± S D of t ripli c a t e d et e r m i n ati o n s ･

T a b l e 3 . T h e e ff e c ts o f t u m o r n e c r o si s f a c t o r _ α

( T N F - α) , i n t e rl e u ki n -1 βロL -1β) a n d i n t e rl e u kj n -6 (Ⅰし6)
O n C A M P p r o d u c ti o n of F R T L

- 5 c ells

C y t o ki n e

C A M P (p m ol/ 1 ×1 0
6
c ell s ･ 24 h)

( m e a n ±S D , n = 3)

5 H m e d i u m 6 H m e di u m

C o n t r o1 2 .5 7 士0
. 3 6 9 . 4 3 士0 . 40

T N F Ⅶ (1 0 n g/ m l) 2 .5 4 士0 . 2 6 7 . 2 9 士1 . 01
*

Ⅰし1β(1 n g/ mi) 2 . 6 9 士0 . 2 3 7 .
.92 士0 . 58

*

Ⅰし6 (1 n g/ m l) 2 . 41 士0 . 2 1 7 .4 7 士0 . 7 2
*

*

p < 0 .0 3 v s C o n tr ol
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β
-

A c t i ll

← 7 ` ヱb
p

← 5 4きb p

F i g ･ 8 T h e eff e c ts of c yt o k i n e s o n I-5
'

- D m R N A e x p r e s sio n

ir l F R T L - 5 c ell s . C ells w e r e c ult u r e d i n 6 H m e di u m a n d

S a m Pl e s w e r e o b t aj n e d a t 1 2 h r af t e r th e a d d iti o n of l O

n g/ rnl T N F-α , Ⅰし1β o r I L- 6 . T w e n ty-fi v e , 2 8 a n d 3 1 c y cl e
R T - P C R of ト5

'

- D a n d β- a C ti n m R N A w e r e p e rf o r m e d .

Ⅰし1β お よび Ⅰし6 負荷後12 時間で 検体を採取 し た . 図 8 ほ
,

I L lβ お よ び IL -6 の F R T L
-5 細胞 ト5

'

-D m R N A 発現の 抑制効

果を 示 す . I L-1β に お い て コ ン ト ロ
ー

ル と 比 べ 2 5 サ イ ク ル

P C R の β- a C ti n の m R N A 発 現 は や や 弱 い が
,
I-5

'

- D の

m R N A は28
,
3 1 サ イ ク ル で もほ と ん ど検出 されず , そ の 発 現の

抑制 ほ明 らか で ある と 考え ら れ た . I L-6 も また , 明 ら か に

ト5
'

- D m R N A の 発現を抑制 した が ,
T N F - α と コ ン ト ロ ー

ル 間

の Ⅰ-5
'

- D m R N A 発 現 に ほ 有意差 ほ 見 ら れ な か っ た . ト5 ㌧D

m R N A の 発 現抑制効果は ト5
'

- D 活性 の 抑制効果 と 同様 に ,

Ⅰし6 に 比 べ Ⅰし1β で よ り強か っ た .

考 察

本研究 で ほ F R T し5 生細胞を 用 い た rT 3 か らの 脱 ヨ ー ド反

応 が , P T U に よ り著 明 に また T4 に よ り容量依存性 に 抑制 され

る , 脱 ヨ ー

ド活性 が T S H 依存性 で ある , な ど今 ま で に 報告 さ

れ た甲状腺 の Ⅰ型 ト5 ㌧D 活性と 同様 の 特性を持 つ こ と を 示 し

た
20)21】Z7 ト 31】

. これ ら の 所 見は F R T L- 5 生細胞を用 い た 脱 ヨ ー

ド

反応が 甲状腺 の Ⅰ型 ト5
'

- D 活性を 良く反映する こ と を示 し, 細

胞破砕物や臓器 の ホ モ ジ ネ ー ト (h o m o g e n a t e) を 用 い た 測定 よ

り , よ り生理的な状態下で の 甲状腺Ⅰ型 Ⅰ-5
'

- D 活性を 評価 で き

る モ デ ル で ある こ と を示 唆す る. ま た , 本法で は 様 々 な物質の

ト5
'
- D 活性 に 対す る直接的効果を非常に 簡便に 評価でき る利点

を持 つ .

現在ま で サ イ ト カ イ ン と甲状腺脱 ヨ ー

ド活性 に 関す る報告は

なく
,
本研究は 初め て 甲状腺 ト5

'
- D 活性に 与 え る サ イ ト カ イ ン

の 直接的な影響 に つ い て 示 した . 感染症患者で臨床的 に 見 られ

る濃度(10 0 p g/ m l) の I L -1 B , I L-6
1 刷
ほ T S H 依存 ,

T S H 非依

存生の Ⅰ-5
'

- D 活性を 有意に 抑制 しそ の 力価 は IL -1 β で よ り著明

で あ っ た . T N F- α は 高濃度(10 n g/ m l) で ト5
'

-D 活性の 弱い 抑

制 を示 した の み で あ っ た . さ らに 本研究ほ t I-5
,

- D の 皿R N A の

発現が IL -1β,Ⅰし6 に よ り著明に 抑制 され ,
ト5

'
-

D 悟性と 同様に

そ の 力価は Ⅰし1β で 最も強い こ とを 示 した . こ れ らの サ イ ト カ

イ ン ほ甲状腺組織 に 浸潤 して い る単核球
3 3}
お よび 甲状腺細胞自

身か らも分泌 され る こ と か ら
34 ト 3T) 自己免疫性甲状腺炎や甲状腺

機能低下症 の 発症 に 関与 して い る可 能性 を持ち
～
サ イ ト カ イ ン

が オ ー

ト ク リ ン (a u t o c ri n e) , パ ラ ク リ ソ ( p a r a c ri n e) に 作用 し.

そ の ト5
'
- D 抑制効果が こ れら の 疾患 で見 られ る甲状腺機能 の 変

化 に影響を与え て い る可 能性 が示 酸され る , ま た
,
サ イ ト カ イ

ン 除去後 の Ⅰ- 5
'

一 D 活性の 変化 で , い ずれ の サ イ トカ イ ン 負荷で

も除去後 コ ン ト ロ
ー ル の 脱 ヨ ー ド活 性 レ ベ ル ま で 回復す る こ と

か ら, サ イ ト カ イ ン の 効果ほ細胞毒性を伴わな い もの と考 え ら

れ た . 本研究 では Ⅰ- 57 - D 蛋白の 定量は行なわなか っ た が , 最近

ブ ロ モ ア セ チ ル T 4 (b r o m o a c e tyl T 4) を 用い た ア フ ィ ニ テ ィ ラ

ベ リ ン グ ( affi nity l a b eIi n g) で 甲状腺細胞内の 27T K D a 蛋白が

Ⅰ-5
'

一D 酵素量 を反映す る こ と が 明ら か に な っ た こ と か ら
38}

, 今

後 こ の 系を 用 い て サ イ ト カ イ ン の ト5
,

- D 蛋白量 に 与 え る影響が

明らか に され る もの と思わ れ る .

次 に ,
サ イ ト カ イ ン に よ る 甲状腺 Ⅰ-5

'

- D 活性抑制の メ カ ニ ズ

ム に つ い て検討 した ･ T S H は c A M P 産生 を通 して そ の 効果を

発揮する が ,
T N F -

α , Ⅰし1β, II ; 6 とも に T S H に よ り誘導され

た c A M P 産生 を抑制 した こ とか ら
,
C A M P 産生の 減少を介し

て ト5
-

- D 活性 を抑制 して い る可 能性 が示 唆 され る .

一 九 これ

ら の サ イ トカ イ ン は c A M P に よ り誘導 され た ト5
'

- D 活性を抑

制 した .
こ れ は

,
こ れ らの サ イ ト カ イ ン の 作 用 部位が c A M P

産生よ りさ ら に 末梢 の レ ベ ル に も存在す る こ と を 示 唆する . ま

た
,
T N F は好中球の H 2 0 2 塵生 を 増加 さ ぜ

3)

血 管 内皮細胞で の

フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ A 2 活性を 誘導 し フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ A 2

活性化蛋白の 合成を促す こ と が知 られ て お り
22)

,
I L-1 と IF N -

r

ほ 血 管内皮細胞 の 0 2 産生刺激作用を持 つ
24)

. 加 え て 甲状内に

フ
ォ
ス フ ォ リ パ ｢ ゼ A 2 系が存在 し甲状腺細胞自体が活性化酸

素塵生機構 を持 つ こ と か ら
川)39)

, こ の 両者 が サ イ ト カ イ ン の

Ⅰ-5
'

- D 抑制 効果発現系 に 含 まれ るか 否か を検討 した . 活性化酸

素描葉剤 で あ る カ タ ラ ー ゼ は
,
P a n g ら が H 20 2 の 細胞毒性を完

全に 阻害 した と 報告 して い る 1 00 〃g/ m l の 濃度 で
川)

, そ れ 自体

が ト5
'

- D 活性を 抑制 した が , い ずれ の サ イ ト カ イ ン の 効果も阻

害され な か っ た . こ れ と は 対照的に フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ A 2 阻

害剤 の デ キ サ メ サ ゾ ン , サ イ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 阻害剤の イ ン

ドメ タ シ ソ は そ れ 自体に ト5
'

一D 活性 を 刺激す る効果 があ っ た

が
,
カ タ ラ ー ゼ と 同様 に い ずれも サ イ トカ イ ン の 効果を 阻害し

なか っ た ･ こ れ ほ ,
サ イ ト カ イ ン の Ⅰ-5

'

一D 活性抑制効果の 発現

過程 に は , フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ A 2 系の 活性化や活性酸素濃度

の 増加が含 まれ な い こ とを 示 唆する .

低 T 3 症候群 ほ非甲状腺疾患患者で 臨床的に ほ 甲状腺機能低

下症状を伴わ な い に もか か わ らず, T S H の 上 昇 を 伴わ な い 血

清 T 3 値の 低下 お よ び重症例 で は T 4 値 の 低下を 伴う病態で あ

り
, 肝 臓に おけ る T 4 か ら T 3 へ の 脱 ヨ ー

ド能の 低下が 主要な

原因と され て い る が
抑

, 現 在 ま で に サ イ ト カ イ ン が 肝臓 の

ト5
'

- D 活性に 及ば す影響 に つ い て 検討 した 報告 は 3 例 しか な

い
6 卜 8)

. O z a w a ら
8)
ほ ,

マ ウ ス へ の T N FT α の 3 日 間投与が肝ホ

モ ジネ ー ト の ト5
'

- D 活性に 影響 を与 えな か っ た と 報告 し , これ

に 対 し P a n g ら
8)
ほ
,
T N F 投与 8 時 間後 に ト5

'

一D 活性ほ有意に

抑制され た と報告 した . ま た ,
F ujii ら

7)

ほ
,
3 日 間の Ⅰし1 α の

投与が マ ウ ス 肝ホ モ ジネ ー ト の ト5 ㌧D 活性を増強 した と報告す

るな ど
一 定の 見解は 得 られ て い な い . しか し

,
こ れ ら 3 報告お

よ び T N F の ヒ ト へ の 投与
41)
ほ 血 清 甲状腺 ホ ル モ ン 値 お よ び

T S H 値が低 T 3 症候群患者と類似の 変動を 示 し
,
我 々 は 比較的

軽症例 で あ る急性呼吸器感染症息児に お い て 血 清 Ⅰし6 上 昇者

の 血清 T 3 値が 有意に 低 い こ と お よ び 血 清 T 3 , T 3/ T 4 比と

IL-6 , C一反応蛋白(C- r e a C ti v e p r o t ei n , C R P) が有意な 負の 相関を

持つ こ と を 示 した
16)

. ま た , 血 清 T N F 上 昇者で 血 清 T 3 値が有

意 に 低か っ た と の 報 告もあ る こ と か ら
42)
,
サ イ ト カ イ ン が低

T 3 症候群 の 誘因の
一

つ で ある可 能性が 示 唆され る . 感 染症 や

他 の 炎症性疾患患者 の 血 清中に見 られ る C R P な ど の 急性期蛋

白ほ肝臓で産生 され ,
モ ノ カ イ ン ( m o n o ki n e) , な か で も Ⅰし6

に よ り強く誘導 され る
珊ト 47)

. 加えて , 血 清IL-6 と C R P 億の 間

に ほ有意な 正相関 がみ られ る
1 6】

. さ らに ,
Ⅰし6 は 肝芽細胞塵由

来 の H e p G 2 細胞 の甲状腺ホ ル モ ン 結合蛋白の 分泌や遺伝子発



甲状腺 Ⅰ型 5
'

- 脱 ヨ
ー ド反応 に 対する サ イ ト カイ ン の 影響

現を抑制する と報告 され
岬
, 肝臓が IL-6 の 標 的臓器 で ある とと

もに 血 清甲状腺 ホ ル モ ン 代謝
へ 影響を 与え て い る可能性が 示 唆

され る . ま た ,
T N F

,
I L-l , Ⅰし6 は モ ノ カ イ ン

･ カ ス ケ ー ド

( m o n o k i n e c a s c a d e) を形成 して 様 々 な 感染源に 対す る免疫反応

を増幅 し, I L
- 6 が そ の 最終産物で ある こ とか ら, T N F , I L-1 も

直接あ るい は 間接的に 肝臓に 作用 する 可能性があるもの と 思わ

れ る
4g) ～ 5 2 )

. 甲状腺の Ⅰ型 Ⅰ一5
'

- D の 生理 的な意義ほ未だ 明 らか で

ほな い が , 本研究で 示 さ れた サ イ ト カ イ ン の 甲状腺 ト5
'

- D 活性

へ の 影響は ,
サ イ ト カ イ ン の 肝Ⅰ-5

'
一 D 活性 へ の 影響を 推察す る

上で 重要 な手掛か りと な る もの と考 え られ ,
こ れ ら の サ イ ト カ

イ ン が肝 ト5
'

一D 活性の 抑制を 介 して ,
様 々 な 疾患患者で見 られ

る低 T 3 症候群の 原因の
一

つ と な り う る可 能性 が示 唆され た ･

結 論

F R T L- 5 生細 胞を用 い た 甲状腺 Ⅰ型I
-5
'

- D 活性測定法 を確立

した . さ らに ,
こ の 系 を用 い て IL-1B , I L- 6 お よび T N F-α の 3

種類の サ イ ト カ イ ン の 影 響に つ い て 検 討 し , 以下の 結 論を 得

た .

1 . F R T し5 生細胞 を用 い た rT 3 か ら の 脱 ヨ
ー

ド反応が 1 )

P T U に よ り著明 に また T 4 に よ り容量依存性に 抑制 され る ,

2) 脱 ヨ
ー

ド活性 が T S H 依存性 で あ る , な ど甲状腺 の ト型

ト5
一

- D 活性と 同様の 特性を持 つ こ と を 示 した ･

2 . F R T L -5 生細胞を 用 い た ト5
'

- D ア ッ セ イ が従来の 細胞破

砕物や臓器 の ホ モ ジネート を用 い た測定法よ り, よ り生理 的に

甲状腺Ⅰ型 Ⅰ-5
'

- D 活性を評価 で き る モ デ ル で あ る こ と を 示 し

た . 本法 は 様 々 な物 質の Ⅰ- 5
'

- D 活性に 対す る直接的効果を非常

に 簡便 に 評価で きる利点を持つ と考え られ た ･

3 . Ⅰし1β, Ⅰし6 お よ び T N F
-

α の サ イ ト カ イ ン は , 甲状腺Ⅰ

塑 ト5 ㌧D 活性お よ び ト5
'

- D m R N A の 誘導 を有意に 抑制 した ･

その 力価 は I L-1β> Ⅰし6 ≫T N F- α で あ っ た ,

4 . サ イ ト カ イ ン ほ T S H に よ る c A M P 産生よ りも末梢 で 作

用 し, ま た T S H に よ り誘導 され る c A M P 産生の 減少を も介し

て
,
そ の 効果を発現す る可 能性を も つ と 推察 され た ･

5 .
サ イ ト カ イ ン に よ る ト5

'

- D 抑制系に は活性化酸素塵生や

フ ォ ス フ ォ リ パ
ー ゼ A 2 系活性化 の 過程は含ま ない と 考え られ

た .

6 . 以 上 の 所見か ら自己免疫性甲状腺疾患や低 T 3 症贋 群に

お い て
,
こ れ らの サ イ ト カ イ ン が ト5

'

- D 活性の 抑制を 介して ,

そ の 甲状腺ホ ル モ ン 動態に 影響 を与え て い る可 能性が示 唆され

た .
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F R T L 5 c ell s . S u r g e ry , 1 1 0 , 9 7 2-9 7 7 (1 9 9 1) ･

12) Z a k a rij a , M . & M c k e n zi e
,
J . M ･ : I nfL u e n c e of

c yt o ki n e s o n g r o w th a n d diff e r e n ti a t ed f u n c ti o n
of F R T L-5

c ell s . E n d o c ri n ol o g y , 1 2 5 , 1 2 6 0
-1 2 6 5 (1 9 89) ･

1 3) R a s r n u s s e n , Å . K .
,
B e c h , K .

,
F eld t - R a s rn u s s e n , U ･

,

P o u l s e n
,
S .
,
H o lt e n , Ⅰ. , R y b e r g , M ･

,
D i n a r ell o , C ･ A ･

,

S i e r s b a k - N i el s e n , K .
,
F riis

,
T . & B e n d t ヱe n , K ･ : I n t e rl e u k -

i n l aff e c t s th e f u n c tio n of c ult u r e d h u m a n th yr oid c ells ･

A ll e r g y , 4 3 , 43 5
- 44 1 (1 9 88) ･

1 4) Z e k i , K .
,
A z u m a , H ･

,
S u z u ki

,
H ･

,
M o ri m o t o ･ l ･ &



7 8 4

E t o , S ･ : E ff e c ts of i n t e rle u ki n l o n g r o w th a n d a d e n o si n e

3
1

,
5 ㌧g e n e r a ti o n of t h e r at th y r oid c ell li n e F R T L-5 c ell s .

A c t a E n d o c ri n ol . ( C o p e n h .) , 1 2 4 , 6 0-6 6 (1 99 1) .

1 5) A z u r n a , H .
,
Z e ki

,
K .

,
T a n a k a

,
Y

. , S u z u k i , H .
,

Y a m 且S h it a
,
U .

,
M o ri m o t o

,
l . & E t o

,
S . : I n hibit o r y eff e c t

Of I L l o n th e T S H d e p e n d e n t gr o w th of r a t th yr oid c ell

(F R T し5) . E n d o c ri n ol . J a p o n .
,
3 7 , 6 1 9-6 2 7 (1 99 0) .

16) H a s h ir n o t o , H ･
,
I g a r a s h i , N .

,
Y a c h i e , A . , M i y a w a ki ,

T . & S a t o , T . : T h e r el ati o n s hip b e t w e e n s e r u m l e v el s of

i n t e rl e u ki n - 6 a n d th y r oid h o r m o n e i n c hild r e n w ith a c u t e

r e s pir a t o T y i nf e cti o n ･ J ･ C li n ･ E n d o c ri n ol . M e t a b
リ
i n p r e s s .

1 7) R a s m u s s e n
,
Å ･ K ･

,
K a y 5 e r , L .

,
F eld ト R a s m u s s e n

,
U .

,

B e c h
,
K ･

,
B e n dt z e n , K ･

,
D i a r n a rt t

,
M . & P e r r il d

,
H . :

I n t e rl e uk i n -6 i s n o t a s e c o n d m e di a t o r of i n t e rl e u ki n-1

i n d u c e d s u p p r e s si o n of th yr oid f u 工I C ti o n i n c ult u r e d h u m a n

th y r o c yt e ･ E x p ･ C li n ･ E n d o c ri n ol .
,
9 7

, 1 7 9
-

1 81 (1 9 9 1) .

1 8) R a s m u $ S e n , Å ･ K .
,
K a y s e r , L .

,
B e c h

, K . , F el d t -

R a s m u s s e n
,
U ･
,
P e r ril d

,
H . & B e n d t z e n

,
K . : I n fl u e n c e of

i n t e rl e u ki n 6 0 n th e f u n c ti o n of s e c o n d a T y C ult u r e s of h u m a n

th y r o c yt e s , A c ta･ E n d o c ri n o l ･ ( C o p e n h .) , 2 4 , 5 7 7-5 8 2 (1 9 91 ) .

1 9) T o mi n a g a , T ･
, Y a m a sh it a

,
S .

,
N a g a y a m a , Y .

,

M o rit a
･
S ･

,
Y o k o y a m a , N ･ , Ⅰ2 u m i

,
M ･ & N a g a t a k i , S . :

I n t e rl e u ki n 6 i n h ibit s h u m a n th y r oid p e r o xid a s e g e n e

e x p r e s si o n ･ A c t a E n d o c ri n ol ･ ( C o p e n h .) , 12 4 , 2 9 0 -2 9 4 (1 9 91) .

2 0) B o r g e s , M ･
, l n g b a r , S H ･ & S il v a

,
J . E . : I o d o th yr o n i

-

n e d ei o di n a s e i n F R T L-5 c ells ‥ P r e d o m i n a n c e of ty p e 1

5
'

- d ei o di n a s e ･ E n d o c ri n ol o g y , 12 6 , 3 05 9 - 30 6 8 (1 9 9 0) .

21) T o y o d a , N ･
,
N is hi k a w a

, M .
,
H o ri m o t o

,
M .

,

Y o s h i k a w a
･
N ･

,
M o ri

, Y ･
,
Y o s h i m u r a

,
M . & M a s a k i

,
H . :

G r a v e s
'

i m m u n o gl o b uli n G sti m u l a t e s i o d o th y r o n i n e 5
,

-d e io d i -

n a t in g th yr oid c ell ･ J ･ C lin . E n d o c ri n ol . M e t a b .
.
7 0

,
1 5 0 6 -1 5 1 1

(1 9 9 0) .

2 2) C l a r k , M ･ A .
, C h e n

,
M - J .

,
C r o o k e , S . T . &

B o m al a s ki
,
J ･ S ･ : T u m o r n e c r o si s f a c t o r (c a c h e c ti n ) i n d u c e s

P h o s p h oli p a s e A 2 a c ti vi ty a n d s y n th e sis of a p h o s p h olip a s e

A 2 a c ti v ati n g p r o t ei n i n e n d o th eli al c ells , B i o c h e m . J . , 2 5 0 ,

1 2 5- 1 32 (1 9 8 8) .

23 ) K l e b a n o ff
,
S ･ J ･

,
V a d a s

,
M ･ A ･

,
H a rl a n , J . M .

,

S p a r k s , L ･ H ･
,
G a m b l e

,
J ･ R .

,
A g o s ti , J . M . &

W a lt e r s d o r p h , A ･ M ･ = S ti m ul a ti o n of n e u t r o ph il s b y t u m o r

n e c r o sis f a c t o r ･ J ･ I m m u n ol .
,
1 3 6

,
4 2 2 0 -4 2 2 5 (1 9 8 6) .

2 4) M a t s u b a r 且
･
T ･ & Ziff , M ･ : I n c r e a s e d s u p e r o x id e a ni o n

r el e a s e f r o m h u m a n e n d ot h eli al c ell s i n r e s p o n s e t o c yt o k i n
-

e s ･ J ･ I m m u n o L , 13 7 , 3 2 95 - 3 29 8 (1 9 8 7) .

2 5) G r e e n
･
L ･ M ･

･
R e a d e

,
J ･ L ･ & W a r e , C . F . : R a pid

C Ol o r m e tric a s s a y f o r c e11 vi a bility : a P Pli c a ti o n t o th e

q u a n tit a ti o n of c y t o t o xi c a n d g T O W t h i n hib it o ry ly m p h o ki n e s ,

J ･ I m r n u n ol ･ M e th o d s , 7 0
,
25 7 - 26 8 (1 98 4) .

2 6) B e r r y ･ M ･ J ･
,
B & n u ･ L ･ & L a r s e n

, P ･ R . : T y p e I

i od o th y r o ni n e d ei o d i n a s e is a s el e n o c y st ei n e - C O n t ai m n g

e n z y m e ･ N a t u r e , 34 9 , 4 3 8
- 44 0 (1 9 91) .

2 7) W u , S ･ Y
･
: T h yr o tr o pi n

サ

m e di a t e d i n d u c tio n of th yr oid al

i o d o th y r o n i n e m o n o d eio d in a s e s i n th e d o g ･ E n d o c ri n ol o g y ,

1 1 2
, 41 7 ･ 4 24 (1 9 8 3) .

2 8) E ri c s o n ･ V ･ J ･
,
C a v a li e ri

,
R ･ R ･ & R o s e n b e r g , L .

L ･ ‥ P h e n oli c a n d n o n p h e n oli c r in g i o d ot h y r o n in e d ei od in a s e

fr o m r a t th y r oid gl a n d ･ E n d o c ri n ol o g y ･ 10 8 ･ 1 2 5 7-1 2 6 4 (1 9 81) .
2 9) W u ･ S ･ Y ･

,
R e g gi o , R ･ & F lo r s h ei m

,
W . H . : C h a r a c ト

e riz a ti o n o f th yr o tr o pi n
- in d u c e d in c r e a s e i n i o d o th yr o ni n e

m o n o d ei o di n a t in g a c ti v ity i n m ic e ･ E n d o c ri n ol o g y , 1 16
,

90 ト90 8 (1 9 8 5) .

3 0) I s h ii
,
H ･

,
I n a d a

,
M ･

, M a s h io
,
Y ･

,
N i s h i k a w a

,
M . &

l m u r a
･ H ･ ‥ T rii o d oth y r o ni n e g e n e r a ti o n f r o m th yr o x in e i n

h u m a n th y r oid : e n h a n c e d c o n v e r si o n G r a v e s
,

th yr oid ti s s u e .

J ･ C l in ･ E n d o c ri n ol ･ M e t a b .
,
5 2

,
1 2 1 1 -1 21 7 (1 9 8 1) .

3 1) I s h ii
,
H ･

･
I n a d a

,
M ･

･ T a n a k a
･
K ･

,
M a s h i o , Y ･

,
N ait o

,

K ･
･ N i sh i k a w a

,
M ･

,
M a t s u z u k a ･ F ･

,
K u m a

,
K ･ & I m u r a

,

H ･ : S e q u e n ti al d ei o di n a ti o n of th y r o x i n e i n h u m a n th yr oid

gl a n d ･ J ･ C li n ･ E n d o c ri n o l . M e t a b
リ
5 5

, 8 90q 8 9 6 (1 9 82) .

3 2) D a m a s
,
P ･

,
R e u t e r ･ A ･

,
G y s e n , P ･

,
D e m o n t y , J . ,

L a m y , M ･ & F r a ･ n C h i m o n t
,
P

･ : T u m o r n e c r o si s f a c t o r a n d

i n t e rl e u k i n-1 s e r u m l e v e ls d u ri n g s e v e r e s e p si s i n h u m a n s .

C rit ･ C a T e ･ M e d .
, 1 7 , 9 7 5 -9 7 8 (1 9 8 9) .

3 3) B o tt a 2 Z O , G ･ F ･
･ T o d d

,
I ･
,
M i r a k i a n

,
R .

, B e lfi o r e
,
A .

& P uj o l - B o r r ell ･ R ･ ‥ O r g a n i c
-

S p e Cifi c a u t oi m m u n ity : A

1 98 6 0 V e r vi e w ･ I m m u n ol . R e v
リ
9 4

, 1 3 7 -1 6 9 (1 9 8 6) .

3 4) G r u b e c k - L o e b e b s t ei n
･
B ･

,
B u c h a n , G ･

,
C h a n t r y , D .

,

K a s s al
･
H ･

･
L o n d ei

･ M ･ ･ P i ri c h
,
X ･ B a r r e tt , K .

,
T u r n e r

,

M ･ , W al d h a u sl
･
W ･ & F el d r n a n n , M ･ : A n aly si s of i n tr ath yr

-

Oid al c yt o k i n e p r o d u c tio n i n th y r o id a u t oi m m u n e d is e a s e :

th yr oid f ollic ul a r c ell s p r o d u c e i n t e rl e u ki n -1 a a n d i n t e rl e u ki n-6 .

C li n ･ E x p ･ I m m u n ol . , 7 7 , 3 24 -3 3 0 (1 9 89) .

3 5) D i a m a n t , M ･
,
K a y s e r , L . , R a s m u s s e n

,
Å . K .

, R e c h
,

K ･ & F e ld t - R a s s m u s s e n
,
U ･ : I n t e rl e u ki n-6 p r o d u c ti o n b y

th y r oid e pith eIi al c ell s ･ E n h a n c e m e n t b y i n t e rl e u ki nAl .

A u t oi m m u nit y , l l , 2 1
- 2 6 (1 99 1 ) .

3 6) Z h e n g , R ･ Q ･ H
,
A b n e y , E .

,
C h u

,
C . Q .

, F i e ld , M .
,

G r u b e c k - l J O e b e b s t ei n
,
B ･

,
M ai ni

, R ･ N . & F el d m a n n
, M . :

D e t e c ti o n of i n t e rl e u ki n - 6 a n d i n t e rle u ki n-1 p r o d u c ti o n i n

h u m a n th y r oid e pith eli al c ell s b y n o n- r a di o a c ti v e i n sit u

h yb rid iz a ti o n a n d m e th o d s ･ C li n ･ E x p ･ I m m u n ol . , 83
,
3 14- 31 9

(1 9 91) .

37 ) Z h e n g , R ･ Q . H
,
A b n e y , E . R . , C h u

,
C . Q .

,
F i eld

,

M
"
M a i n i

,
R ･ N

･ L & m b
,
J ･ R ･ & F el d m a n n

,
M . : D e t e c ti o n

Of i n vi v o p r o d u c ti o n of t u m o r n e c r o sis f a c t o r- alp h a b y

h u m a n th y r oid e pit h eli al c ells ･ I m m u n ol o g y , 7 5 , 4 5 6
-4 62

(1 9 9 2) .

3 8) T o y o d a , N ･ , N i s h ik a w a
,
M .

,
Y o s h ik a w a

,
N .

,
M o ri

,

Y ･ , Y o s h i m u r a
,
M ･

, M a s a k i
,
H ･

,
G o n d o u

, A . & I n a d a
,
M . :

Id e n tifi c a ti o n of a 2 7 . k D a p r ot e i n wi th th e p r o p e rt y of ty p e I

io d ot h y r o ni n e 5
'
-d ei o di n a s e in h u m a n th y r oid gl a n d , J . C li n .

E n d o c ri n ol ･ M e t a b .

,
7 4

,
5 3 3 - 5 3 8 (1 9 9 2) .

3 9) D e g r o o t , L ･ J ･ & N i e p o m n i s z c z e , N . : B io s y n th e sis of

th y r oid h o r m o n e : b a si c a n d cli n i c al a s p e c t s . M e t a b olis m .
,

2 6
,
6 6 5 - 71 8 (1 9 7 7) .

4 0) W a r t o f s k y , L . & B u r m a n
, K . D . : A lt e r n a ti o n s 血

th yr oid
'

f u n c ti o n i n p a ti e n t s w ith s y s t e mi c ill n e s : th e
"

e u th y r oid si c k s y n d r o m e
"

･ E n d o c r ･ R e v .
,
3
, 1 6 4 - 21 7 (1 98 2) .
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41) P o ll , T ･ V ･
D
,
R o m ij n , J - A り W i e r s i n g a , W ･ M ･ &

s a u e r w ei n , H ･ P ･ : T u m o r n e c r o sis f a c t o r : A p u t a ti v e

m e d ia t o r of th e e u t h y r oid si c k s y n
d r o m e i n m a n ･ J ･ C li n ･

E n d o c ri n ol . M e t a b .
,
7 l

,
1 5 67-1 5 72 (1 9 9 0) ･

42) M o o r a di a n , A
･ D ･

･
R e e d

,
R ･ L ･

,
O st e r w eil , D ･

･

S c hiff m a n , R . & S c u d e ri
,
P ･ : D e c r e a s e d s e r u m t rii o d o th yr-

o n i n e is a s s o ci a t e d w ith i n c r e a s e d c
o n c e n tr ati o n of t u m o r

n e c r o sis f a c t o r . J . C li n . E n d o c ri n o l ･ M e t a b ,
,
7 1

,
1 2 3 9 -1 2 4 2

( 19 9 0) .

4 3) G a n l gi e , J ･
,
R i c h a rd s

,
C ･

･
H a r ni s h , D ･ ･

L a n s d o r f
･
P ･

& B a u m a n n , H . : I n t e rf e r o n- b 2/ B- C ell s ti m ul a ti n g f a ct o r

ty p e 2 sh a r e s id e n tity w it h
m o n o c yt e- d e ri v e d h e p a t o c yt e-

s ti m u l a ti n g r e g u la t e th e m aj o r a c u t e p h a s e r e s p o n s e i n li v e r

c e11 s . P r o c . N a tl . A c a d . S c i . u S .A .
,
8 4

,
7 2 5l-7 2 5 5 (1 9 8 7) ･

4 4) G ei g e r , T ･
,
A n d u s

,
T ･

,
K l a p p r o th , J ･

,
H i r a n o

･
T ･

･

K i s hi m o t o , T . & H e i n ri c h , P . C . : I n d u c ti o n of r at a c u t e

p h a s e p r o t ei n s b y i n t e rl e u ki n
-6 i n v itr o ･ E u r ･ J ･ I m m u n ol ･ ･

18 , 71 7 て21 (1 9 88) .

4 5) M a r i n k o v ic , S ･
,
J a h r eis

,
G ･ P ･ ･

W o n g ･ G ･ G ･ &

B a r m a n n , H ∴ I n t e rl e u ki n- 6 m o d u l a t e th e s y n th e sis of a

s p e cifi c s e t of a c u t e p h a s
e pl a s m a p r o t ei n s i n

vi v o ･ J ･

I m m u n ol . , 14 2 , 80 8
- 81 2 (1 9 8 9) .

46) R a m a d o r i , G ■
,
V a n

,
D a m m e

,
J ･ , R e id e r , H ･

,
M e y e r ･

Z u m . & B iis c h e n f el d e , K . H . : I n t e rl e u ki n-6 , T h e th ir d

m e d ia t o r of a c u t e
-

P h a s e r e a c ti o n , m O d ul a t e h e p ati c p r o
t ei n

7 85

s y n th e si s i n h u m a n a n d m o u s
e ･ C o m p a ris o n wi th i n t e rl e u ki n

･

1β a n d t u r n or n e c r o si s f a c t o r
一

α ･ E u r ･ J ･ I m m u n ol り 1 8 ,

1 2 5 9 -1 2 6 4 (1 9 8 8) .

4 7) U e n o , Y .
,
T a k a n o

,
N .

,
K a n e g a n e , H ･

,
Y o k o i

,
T ･ ,

Y a c h i e
,
A .
,
M i y a w a ki , T .

& T a ni g u c h i , N . : T h e a c u t e

p h a s e n a t u r e of i n t e rle u ki n 6 ‥ S t u di e s K a w a s a ki di
s e a s e a n d

o th e r f e b ril e i‡1 n e s s . C li n . E x p . I m m u n ol . , 7 6 , 33 7
- 3 42 (1 9 8 9) ･

4 8) B a rt al e n a , L .
,
F a r s e tti f

,
A . ,
Fli n k

,
l . L ･ & R o b bi n s

,

J . : E ff e ct s o n i n t e rl e u ki n -6 0 n th e e x p r e s si o n of th y r oid

h o r m o n e -bi n di n g p r o t ei n g e n e s i n c ult u r e d h u m a n h e p
a t o b la-

s t o m aTd e ri v e d ( H e p G 2) c e u s . M ol . E n d o c ri n ol ･ , 6 , 9 3 5
-9 4 2

(1 9 9 2) .

4 9) B e u tl e r , B . & C e r a m i , A . : C a c h e c tin (t u m o r n e c r o sis

f a c t o r) : a m a C r O p h a g e h o r m o n e g o v e r n i n g c ell u l a r m e
t a b oli s m

a n d in fl a r n m a t o r y r e s p o n s e . E n d o c r . R e v リ 9 , 5 7- 6 6 (1 9 8 8) ･

50 ) L e , J . & V il c e k
,
J . : B iol o g y of dis e a s e ･ T u m o r

n e c r o si s f a c t o r a n d in te rl e u ki n l : C y t O ki n e s wi th m ultipl e

o v e rl a p pi n g bi ol o gi c al a c ti viti e s ･ L a b ･ I n v e
st ･
,
5 6

,
2 3 4-2 4 8

(1 9 8 7) .

5 1) D i n a r ell o , C . A .
& M i e r

,
J . W ･ : L y m p h o ki n e s N ･

E n g . J . M e d . , 3 1 7 , 9 4 0-9 4 5 (1 9 8 7) ･

5 2) T o s a t o , G . & J o n e s
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