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   Human thyroid follicular cells， when cultured for 7 days， gradually lose ability to concentrate

and organify iodide． However， by culturing human thyroid cells obtained from patients with

Graves’disease in RPMI－1640 medium supplemented with fetal calf ser㎜（FCS，1％）and

dimethylsulfoxide（DMSO，1．7％）， we have established a new in vitro bioassay system for thyroid

stimulating immunoglobulin（TSI）in which thyroid cell function（the ability to concentrate 1251

and secrete 1251－T3 and 1251－T4）could be maintained for about two weeks．

   TSH and TSI stimulated 1251 uptake into thyrocytes and release of organic 1251 into the

medium in a dose・dependent manner． The minlmal TSH concentration required to stimulate

organic 1251 release was about 1μU／ml． The organic 125丘eleased into the medium was mainly

1251－T3 and 1251－T4 synthesized de novo。 TSI obtained from hyperthyroid patients with Graves’

disease（n＝6）all stlmulated not only autologous thyrocytes but also allogenic thyrocytes to

releaSe OrganiC 1251．

   This bioassay method will be very useful to elucidate the mechanism of action of TSI and

will be helpful to determine the period to discontinue the antithyroid drugs in patients with

Graves’disease．

             緒  言

 パセドウ病患者血中には，甲状腺刺激性免疫グ

ロブリン（thyroid stimulating immunoglobulin；

TSI）が存在し，それがTSHレセフ．ター抗体

（TSH receptor antibody；TRAb）であることが

明らかになってきている．TRAbを測定すること

は，バセドウ病の診断のみな：らず抗甲状腺剤の中

止時期の決定や病態の解明上，非常に重要であ

り，これまで種々の方法が報告されてぎた1）．その

一つは，1251－TSHのTSHレセプターへの結合を

患者血清が特異的に阻害することを指標とした方

法であり，TBII（TSH－binding inhibitor
immunoglobulins）2）3）と呼ばれている．しかしな

がら，このTBIIは甲状腺刺激作用を直接測定し

ているものではない．臨床的により重要なTRAb

のバイオアッセイ法は，甲状腺刺激活性を指標と

したものである．すなわちパセドウ病患者血清（多

くはIgG分画）とヒト甲状腺スライス4），ヒト甲状

腺膜5），培養甲状腺細胞（ヒト6），ブタ7），ラット8））

をインキュベートして，cyclic AMPの上昇や
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T39＞～11），またはサイログロブリン12）の放出を指標

とする方法である．これらの中でも甲状腺ホルモ

ンの分泌刺激効果を指標とするバイオアッセイ法

が最も理想的と考えられる．これまでT3の放出を

指標とした方法はいくつか報告されているが，こ

れらの報告ではT3がde novoに合成され，分泌さ

れたという証明はされておらず，甲状腺内に残存

していた甲状腺ホルモンが分泌されてきた可能性

が強い．

 ところで，ジメチルスルポキシド（DMSO）は，

一般には細胞凍結に使用される薬剤である．しか

しながら，培養液に添加した場合には，promye－

locytic leukemia cell（HL・60細胞）がmyelocyte

に分化するのを促進したり13），培養ラット肝細胞

のアルブミン合成能を長期間維持する作用がある

ことが報告されている14）．そこで我々は培養液中

にDMSOを添加し， DMSOのヒト甲状腺濾胞細

胞に対する効果を検討した．そしてTSHおよび

TRAbに反応して甲状腺ホルモンをde novoに

合成し，分泌する理想的なTRAbの・ミイオアッセ

イ法を確立したので報告する．

         方  法

 1．TRAb測定の対象患者およびIgGの抽出法

 TRAb測定の対象となった患者は，内分泌セン

ターに入院してきたパセドウ病患者6名である．

採血時1名は未治療であり，5名は抗甲状腺剤治

療2～3週以内で機能充血状態にあった．血清か

らのIgGの抽出には，プロテインAセファ随一ス

CL4Bカラム（1．3×5cm， Pharmacia社領）を用

いた15）．また，コントロールとして正常人6名の

IgGを用いた．

 2．甲状腺濾胞細胞の培養法

 手術時に得られたバセドウ病患者の甲状腺組織

（10～15g）をハサミで細切し，コラゲナーゼ

（Sigma社製Type II）0．3mg／ml，ディスパーゼ

（合同酒精社製）4mg／mlを含むCa＋＋， Mg＋＋ブ

リーのHanks液（50m1）中で，32℃にて30分間振

盗した（120回／分）．その後，未消化組織と甲状腺

遊離細胞を100メッシュのナイロンメッシュで分

離し，未消化組織について同様の処理をさらに2

回行なった．得られた甲状腺細胞浮遊液を400

rpm，10分遠心して上清を除去した後，細胞を

Hanks液にて2回洗浄した．このようにして得ら

れた甲状腺細胞を1％ウシ胎児血清を含む

RPMI－1640培養液（Gibco社製）に浮遊させ，

37℃，5％CO2－95％airの培養幽界で培養した．

なお，24ウェルプラスチックディッシュ（Nunc社

製）は，細胞の接着を阻止するようにあらかじめ

1％アガロースを塗布しておいたものを使用

し16＞，これに細胞浮遊液を1ウェルあたり1mlず

つ分注した．細胞は，濾胞数として1ウェルあた

り2，000～3，000個であり，蛋白量として1ウェル

あたり約10μgであった．なお，蛋白量はBradford

法17）にて測定した．また，培養液には，Nal（1r8

M），インスリン（8μg／ml），ハイドロコーチゾン

（10－8M），1．7％DMSO，トランスフェリン（5μg／

ml）および種々の濃：度のTSH（Sigma社製）を加

え，その効果を検討した．5日間培養した後Na

1251を2×105cpm／we11添加し，さらに3日間培

養した後，甲状腺濾胞と培養液をプラスチック

チューブに移し，遠心分離した．培養女中に分泌

された有機ヨード（主としてヨードサイロニソ）

には，キャリアーとしてヒト血清100μ1を添加し

た後，50％トリクロロ酢酸（TCA）200μ1（最終濃

度6％）を加えて沈降させ，遠心して上清を除去

した後，5％TCAにて2回洗浄した．一方，甲状

腺濾胞はそのままγ一カウンターにかけて測定し，

甲状腺濾胞に摂取された1251と培養液に分泌され

た有機ヨードの放射活性を測定した．

 3．有機ヨード分泌を指標としたTRAbの新し

いバイオアッセイ法

 TRAbの測定時には， TSHのかわりに，精製し

た・ミセドウ病患者IgG（1．3mg／ml）を添加し，上

記のごとく培養した．5日間培養後，1251を添加

し，さらに3日間培養した後，甲状腺濾胞に取り

込まれた1251と培養液中に分泌された有機ヨード

の放射活性を測定した．また，コントロールとし

ては，IgGを添加しないで同様に培養した時に，甲

状腺濾胞に取り込まれた1251と培養血中に分泌さ

れた有機ヨードの放射活性を用いた．また，正常

人6名のIgGについても同様の検討を行った．な

お，・ミセドウ病患者IgGの刺激活性が有意なもの
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であるか否かについてはStudentのt検定を用い

て検討した．

 4．有機ヨードの分析

 Na 1251添加後3日間で培養液中に分泌されて

きたヨード蛋白とフリーの有機ヨードを検討する

目的で，Gavinらの方法18）により， conditioned

medium lmlを直接セファデックスG－25
（medium）のカラム（2．2×25cm）に添加して分

析した．カラムを0．5M NaCl－0．054N NaOH

（pH 11．8）にて平衡化しておいた後，1251を含ん

だ培養液1mlをカラムに添加した．ついで0．005M

NaCl－0．1N NaOH（pH 12．5）で溶出し，4ml

ずつ分取した後，各分画の放射活性を測定した．

また，甲状腺濾胞細胞内で合成された有機ヨード

をInoue＆Taurogの方法19）に従い分析した．125

1添加後3日目に甲状腺濾胞をホモジェナイズし

た後，3，5％プロナーゼ50μ1（最終濃度0．17％）を

添加し，37℃で16～18時間，酵素処理した．つい

で，甲状腺濾胞のプロナーゼ分解産物中の有機

ヨードを塩酸・ブタノールで抽出し，薄層プレー

ト（thin layer chromatography；TLC， Whatman

社製薄層プレートK5Fを使用）にて展開した後，

autoradiogramにて分析した2。）．また，培養液中

に分泌された有機ヨードもTCAで沈降させた後

塩酸・ブタノールで抽出し，同様にTLCにて分析

した．なお，展開液には，2NNH40H一ブタノール

を用いた．

         結  果

 1．培養ヒト甲状腺細胞に及ぼすDMSOの効

果

 1）DMSO濃度の検討

 培養液中に0～4％のDMSOを添加し， TSH

（100μU／ml）刺激下における1251の取り込みおよ

び有機ヨードの分泌に及ぼす効果を検討した．図

1に示すように，培養液に0．5～2％のDMSOを

添加した場合には，1251の取り込みも有機ヨード

の分泌も有意に増加し，1～2％で最大となった．

しかしながら，より高濃度（4％）のDMSOを添

加した場合には，1251の取り込みも有機ヨードの

分泌もほとんど認められなくなった．したがって，

以下の実験では，培養液中に添加するDMSOの
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図1 DMSO濃度の甲状腺濾胞細胞におよぼす効果

TSH（100μU／ml）， DMSO（0～4％）を添加し，甲

状腺細胞を5日間培養した後，Na 1251を添加し，8日

目に甲状腺濾胞細胞に取り込まれた1251と培養液中に

分泌された有機ヨードの放射活性を測定した．□は甲

状腺濾胞細胞に取り込まれた1251を示し，●は培養液

中に分泌された有機ヨードの放射活性を示す（平均

値±標準偏差，n＝4）．

＊p〈0．05， ＊＊p〈0．01， ＊＊＊p〈0．001

DMSO非添加群を対照とした．

濃度は，1．5％程度とした．

 2）DMSOの効果についての時間経過

 DMSOの効果について経時的に検討した結果

は図2に示す．培養液にTSH 100μU／mlと1．7％

DMSOを添加して，ヒト甲状腺濾胞細胞を培養し

た．培養1日目，3日目，5日目，7日目，9日

目，11日目にNa 1251を2x105cpm／wellずつ添加

し，さらに2日間ずつ培養した後，濾胞に取り込

まれた1251および培養液中に分泌された有機ヨー

ドの放射活性を測定した．培養液にDMSOを添

加しなかった場合には，1251の取り込みと有機

ヨードの分泌能は徐々に減少していき，培養7日

目以降ではほぼ完全に消失した．しかしながら

DMSOを添加した場合には，：有機ヨードの分泌能

は，培養3～5日目で最大となり，このような甲

状腺細胞の機能は11日以上維持された．

 3＞TSH濃度の効果

 DMSO（1．7％）存在下でTSHに対する用：量反

応性について検討した．図3に示すようにTSH

は1μU／mlにて有意に有機ヨードの分泌を増加さ

せた．1251の取り込みもTSHの濃度依存性に刺激
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図2 甲状腺細胞機能におよぼすDMSO効果の時間

 経過

□はDMSO非添加時に甲状腺細胞に取り込まれた
’251，0は培養液中に分泌された有機ヨードの放射活性

を示す．囲はDMSO L 7％添加時に甲状腺細胞に取

り込まれた1251，●は培養液に分泌された有機ヨードの

放射活性を示す（平均値±標準偏差，n＝4）．

され，100μU／m1にて最大の刺激効果が認められ

た．しかしながら，1，000μU／ml以上の高濃度では

逆に1251の取り込みも有機ヨードの分泌もともに

減弱する傾向が認められた．

 4）ウシ胎児血清（FCS）の濃度の検討

 培養液に添加するFCS濃度（0～10％）の効果

について検討するため，甲状腺濾胞細胞をTSH

100μU／ml， DMSO 1．7％の存在下で培養した．図

4Aに示すように， DMSO非添加時には，2％以上

のFCSは1251の取り込みと有機ヨードの分泌を

有意に抑制し，5％以上では，甲状腺細胞の機能

はほぼ完全に消失した．これに対しDMSO
（1．7％）を添加した場合（図4B）には，1251の取

り込みと有機ヨードの分泌促進効果は，2％の

FCSを添加しても認められ，甲状腺細胞の機能も

良好に維持された．しかしながら，2％以上の

FCS添加では，甲状腺細胞の機能は，濃度依存性

に抑制される傾向が認められた．

 2．培養ヒト甲状腺細胞に対するバセドウ病患

者IgGの効果

 バセドウ病患者IgGの甲状腺細胞に対する刺

激効果について検討した（図5）．バセドウ病患者

IgG（Y．N）は，甲状腺細胞の有機ヨードの分泌を，

1．3mg／m1～3．9mg／m1の範囲で用量依存性に刺
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図3 甲状腺細胞機能におよぼすTSH濃度の効果

DMSO（1．7％）の存在下で種々の濃度のTSH（0～104

μU／mDとともに培養した甲状腺濾胞細胞の機能を示

す．□は甲状腺濾胞細胞に取り込まれた1251を示し，●

は培養液中に分泌された有機ヨードの放射活性を示す

（平均値±標準偏差，n＝4）．

ホp＜0．05， ＊＊p＜0．01， ＊＊＊p〈0．001．

TSH非添加群を対照とした．

激した．したがって，以後添加するIgGの濃度は，

1回に採取できる血清量をも考慮し，1．3mg／ml

とした．

 次に正常人と・ミセドウ病患者より抽出したIgG

の培養ヒト甲状腺細胞に対する効果について検討

した．図6にその代表例を示す．正常人のIgG（1．3

mg／m1）を添加した場合には，刺激効果はほとん

ど認められなかったが，バセドウ病患者のIgG

（1．3mg／ml）を添加した場合には，1251の取り込み

も有機ヨードの分泌も有意に増加した．この甲状

腺刺激効果は自己のIgGのみならず，他のバセド

ウ病患者IgGを添加したぽあいにも認められた．

これまでに20数回のバイオアッセイを行ってお

り，その結果を表1に示した．甲状腺機能充進症

の著しいバセドウ病患者より得られたIgGは，全

例で自己および他人の甲状腺細胞を刺激し，有機

ヨードの分泌を増加させた．一方，正常人のIgG

では，このような刺激活性は認められなかった

（n＝6）．

 3．有機ヨードの分析

 Na 1251を添加して3日後に培養液上清の一部
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  図5 バセドウ病患者のIgGの用量反応性

培養液にDMSO 1．7％，バセドウ病患者IgG O～3．9

mg／mlを添加し，バセドウ病患者IgGの用量反応性

について検討した．●は培養液中に分泌された有機

ヨードの放射活性を示す（平均値±標準偏差，n＝4）．

皐p〈0．05， ＊＊p〈0．001

1gG非添加群を対照とした．

をセファデックスG・25のカラムに添加し，TSH

存在下で分泌されてきた有機ヨードを分析した．

図7に示すように，void volumeの部分に溶出さ

れるヨード蛋白（蛋白に結合した有機ヨード）は
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図6 甲状腺濾胞細胞に対する正常人およびバセドウ

 病患者IgGの効果

（一）はIgGを添加しないで培養したことをしめす．

“normal”は・ミセドウ病患者（表1の症例2）の甲状腺

細胞に正常人IgGを添加して培養したもの．
“Auto豆ogous”はバセドウ病患者（症例2）の甲状腺細

胞に自己のIgGを添加して培養したもの．“Al・
logenic”は他の・ミセドウ病患者（症例1）のIgGと培

養したことを示す．□は甲状腺細胞に取り込まれた

1251，●は培養液中に分泌された有機ヨードの放射活性

を示す（平均値±標準偏差，n＝4），

＊p〈0．05， ＊＊p〈0．01．

IgG非添加群を対照とした．
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表1 バセドウ病患者IgGの甲状腺刺激活性

IgG prepared from
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の甲状腺濾胞細胞を刺激して有機ヨードの分泌を増加させ

たことを示す．＋は他の患者由来の甲状腺細胞を刺激した

ことを示す
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図8 甲状腺濾胞細胞内および培養液中に分泌された

 有機ヨードのautoradiogram

甲状腺細胞をTSH（100μU／m1）， DMSO（1．7％）存

在下で培養し，1251添加後3日目に，甲状腺濾胞内と培

養液中に分泌された有機ヨードを酸・ブタノールで抽

出し，薄層クロマトグラフィー（TLC）にて分析した

もの．展開液には，2NNH40H・プタノールを使用し

た．0はOrigin， MITはMonoiodotyτosine， DITは

Diiodotyrosineを示す．
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図7Conditio面mαii㎜中の有機ヨードの分析
甲状腺細胞をTSH（100μU／m1）， DMSO（1．7％）の

存在下で培養し，1251添加後3日目に培養上清の一部

をセファデックスG－25のカラム（2．2x25cm）にてゲ

ル濾過したもの．矢印は左からそれぞれVo（void vol・

ume， blue dextran）， L251一，1251・T3，1251・rT3，1251・T4

の溶出部位を示す．

ごく一部であり，大部分は蛋白に結合しない有機

ヨードであった．また，その溶出部位は，1251－T3，

1251・T4の溶出部位に一致していた．次に，甲状腺濾

胞および培養液中の有機ヨードを酸・ブタノール

で抽出し，薄層クロマトグラフィー（TLC）にて

分析した結果を図8に示す．甲状腺濾胞内には，

monoiodotyrosine（MIT）， diiodotyrosine

（DIT）， T3， T4が認められ， MIT＞DIT， T4＞T3

であった．また，培養液中に分泌された有機ヨー

ドは大部分T3とT4であった．

          考  察

 我々は，培養液にDMSOを添加してバセドウ

病甲状腺細胞を長期間培養し，TSHの存在下で

de novoに甲状腺ホルモンを合成し，分泌する甲

状腺細胞の培養系を確立した．さらに，甲状腺機

能が著明に充進しているバセドウ病患者より得ら

れたIgG（1．3mg／m1）を添加して甲状腺濾胞細胞

を培養したところ，1251の取り込みと有機ヨード

の分泌を刺激する作用が認められた．したがって，

我々は，バセドウ病患者の甲状腺内で生じている

現象をin vitroの系ではじめて再現することに成

功したわけである．なお，このバイオアッセイ法

は，非常に感度がよく，TSH 1～3μU／ml，バセ

ドウ病患者IgG 1．3mg／m1に反応した．ちなみ

に，正常人の血中TSHは4μU／m1以下であり，血

中IgGの濃度は8～18mg／m1であるので，非常に

高感度なバイオアッセイ法といえよう．なお，高

濃度のTSH（1，000μU／ml以上）を添加した時，

甲状腺細胞の反応はむしろ減弱する傾向が認めら

一301一
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れたが（図3），これは過剰のTSHによる甲状腺

細胞のTSHレセプターの減少によるものと推測

された（desensitization）21）．

 我々の確立したバイオアッセイ法の特徴とし

て，（1）新鮮なヒト甲状腺濾胞細胞を用いたこと，

（2）0．5～1％という低濃度のFCSを用いたこ

と，（3）DMSOを添加し，細胞の脱分化を抑制し

たことがあげられよう．これまでTSHに反応し

てT3を分泌する系としてはOIIisら22）の報告があ

るが，分泌されたT3はde novoに合成されたもの

ではなく，細胞内に貯蔵されていたものであると

推測している．彼らは，DMSOのような脱分化抑

制剤は使用しておらず，また10％という高濃度の

FCSを使用しており，このような培養条件下では

細胞の機能（ヨードの取り込みとヨードの有機化

能）は失われてしまっているはずである（図4参

照），また，培養液に添加するFCSの濃度が高い
と「

?[ドの取り込みが抑制されるという現象は，

最：近，Readerら23）によっても報告されている．

 DMSOがなぜ細胞機能を維持するのかその理

由は不明であるが，ある種の栄養素やホルモンの

キャリアーとして作用したり，細胞核に作用して

分化に関連した遺伝子に作用する機序が考えられ

ている14）．さらに好都合なことには，DMSOには，

radioprotectiveな作用もあり24），甲状腺細胞の

1251による放射線障害を減らしているものと推測

される．

 ところで，最近，バセドウ病患者IgGには自己

の甲状腺のみを刺激し，他人の甲状腺は刺激しな

いという報告がされている11）．しかしながら，

Adamsら25）は，正常人に・ミセドウ病患者血清を静

注したところ，甲状腺刺激活性を認めたと報告し

ている．また，Hoermannら26）は，バセドウ病患

者のIgGと他の患者由来の甲状腺スライスをイ

ンキュベートしてT3分泌刺激活性を認めている．

また，今回の我々の研究からも，バセドウ病患者

IgGの甲状腺刺激作用は，自己のみならず，他人の

甲状腺細胞にも認められる普遍的な現象と考えら

れる．

 我々の測定法には，新鮮な甲状腺組織を必要と

し，操作がやや煩雑であるという欠点があるもの

の，甲状腺の無機ヨードの取り込みとホルモン分

泌を同時に測定できるという理想的な方法であ
る．

 今回，我々は，液性免疫の立場からバセドウ病

患者の甲状腺内に起こっている現象をin vitroで

再現することに成功した．向後は，免疫担当細胞

をこの系に添加することによりパセドウ病の成因

を細胞性免疫の立場から検討していきたい．

         結  語

 1．ヒト甲状腺細胞は，長期間培養するとしだい

にヨードの有機化身を失っていくが，低濃度の

FCSを含有する培養液中に脱分化抑制剤である

DMSOを添加して培養することにより，甲状腺細

胞の機能（ヨード有機化能およびT3， T4の分泌

能）を長期間（約2週間）にわたり維持すること

ができた．

 2．この系を用い，TSHおよびTRAbに反応し

て，甲状腺ホルモンをde novoに合成し，分泌す

るバイオアッセイ法を開発した．

 3．バセドウ病患者のIgGは，全例（n＝6）自己

のみならず他人の甲状腺細胞を刺激し，ホルモン

分泌を刺激した．

 4．このバイオアッセイ法は，TRAbの作用機

序の解明やバセドウ病の寛解の判定および抗甲状

腺剤の中止時期の決定上，有用な測定法と思われ

る．

 稿を終えるにあたり，御助言，御校閲を賜りました

鎮目和夫教授，対馬敏夫教授，直接御指導頂きました

佐藤幹二助教授に深謝いたします．また，御協力下さ

いました東京女子医大第二内科小澤稔先生，今村英仁

先生，内分泌外科藤本吉秀教授，小原孝男助教授，伊

藤悠基夫講師，八代享先生，金地嘉春先生その他内分

泌外科の諸先生方および金地病院院長金地嘉夫先生

に謝意を表します．

 なお，本論文の要旨は，第60回日本内分泌学会学術

総会にて発表した．
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