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９．研 究 成 果 の 概要 （当 該研 究成 果 の ま とめ、

当科では、 成人発症 性低リ ン （Ｐ） 血症性骨軟化症の患者 に長期間にわたり Ｐ を補充
して いたと ころ、 ３次性 の副甲状腺 機能克進症を呈 した症例を 経験 した。 この患者の副

甲状 腺遺伝子 を解析 した結 果、 種冷の 遺伝子異常梯 生じていた （文献①）日 したがっ て
高 Ｐ 晦症により副甲状腺細胞の増殖 躯瑚激さ れつづげた結 果、 腫瘍化する にいたったと
推 測 さ れる。

そ こで、 原発 性 （、。一榊） および続発 性 （巫日一糀） 副甲状 腺機能克進症 の患者

から得 られた 副甲状 腺細胞を用 いて 閉 が長期間 にわたり 分泌さ れる器官培養系を確立
した。 この器冒培養 系で副甲状腺組織を培養するとヨ 欄 の分泌 は高 Ｐ 濃度下で促進さ

れ， か つ 細 胞 増 殖 も 促 進 した。 つ ま り 腎 透 析 患 者 に お げる 病 態 を ｉｎ Ｖ批ｒＯ で 再 現 で き
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副甲状 腺細 胞 に発現 している遺伝 子を解析 した ところ、 ヒ ト副甲状腺腫細 胞で は種均 の
細 胞 接 着 因 子、 形 態 関 連 遺 伝 子

， ｄ◎ｐｏｍｉ爬 ｒｅＣｅ吠Ｏｒ 酔、 帥 ㎝ な ど が 強 く 発 現 し て い
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状 腺に関 連した遺伝子 も十分 に発 現していた。 高 Ｐ 濃度 の培養液 にて 培養する と、 ＰＴＨ
を 始 め と して １②② 個 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 が ２ 倍 以 上 に増 加 した。 ま た、 ズ ーＨＰＴ よ り も

Ｉ工㌧ 岬丁 患者より得た副甲状腺細胞の方 が、 Ｐ に対する細 胞増殖反施が夫きかった。 細

胞 増 殖 因 子 と して、 既 知 の も の （ 附 一２， 蛆 ４， ＴＣトαな ど） の 反 応 は そ れ ほ ど顕 著 で

はな かったの で、 未知の 機序を介 して細 胞増殖が起 こっ ている可 能性も示 竣さ れた。 今
後は、 Ｐ 濃度を 変えた場合 に、 最初 にどのような増殖 シグナルが生 じるかを経 時的に検
討しＰにより誘発される副甲状腺細胞の増殖機構を明らかにじていきたい。
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研 究の目的

現 在、 本 邦 で は 慢 性 腎 不 全 の た め に ３◎ 万 人 以 上カぎ腎 透 析 を 受 けて いる。

腎 不 全 が 進 行 す る に つ れ て、
高 リ ン血 症 が 生 じて く る と、 人 体 の 中 で、 副 甲 状

腺 だけが腫大 してく る。 また ＰＴＨ の分泌も充進 して、 続発性副甲状腺機能充進

症 が 必 発 して く る （１手婁）。 こ の 現 象 は、 臨 床 的 にも、 ま た動 物 実 験 レベ ル で も

確 認されて いる （§．）、 続発性 副甲状 腺機能 充進症患者 で副甲 状腺カざ腫大 し

て く る 成因 と し て、 ビタ ミ ン Ｄ 受 容 体 の 減 少、 カ ル シウ ム 感短 受 容 体 （ＣａＳＲ）

の 減 少 や、 高 リ ン血 症 が挙 げ ら れ て い る（紅§）。 しか し、 な ぜ 高 リ ン 血 症 に よ り

副甲 状腺細 胞の増殖 が刺 激さ れるかは不 明である。 リ ンによる 副甲状 腺細 胞の

増殖 機構 が解 明されれ ば、 続発 性副甲状 腺機能充進症 を予防する ような 治療法

も 開 発 で き る。

当 科では、 成人発症性 の低リ ン血症性骨 軟化症の一 症例 に、 リンを 長期間

に わ た り 経 口 投 与 して い た と ころ、 次 第 に 高カ ル シ ウ ム 血 症 を 呈 して、 副 甲 状

腺が４腺とも腫大 し、 三次性 の副 甲状腺機能充進症を生 じた症例を経験 した

（７）。 こ の 患 者 は、 現 在 に い た る ま で 腎 機 能 は 全 く 正 常 で あ る。 した が っ て、 副

甲状腺細 胞の増 殖を刺激 するの は、 腎機能 とは関係なく、 純粋 に高リ ン血症 で

あ る こ と力ざ示 唆 さ れ る。 さ ら に、 副 甲 状 腺 腫 （４ 個） の 遺 伝 子 解 析 を 行 っ た

と こ ろ、 右 上 で は 癌 抑 制 遺 伝 子 で あ る ＭＥＮ１ 遺 伝 子 の 近 傍 遺 伝 子 の １◎ｓｓ ◎ｆ

ｈｅｔｅｒ◎ｚｙｇ◎ｓｉ亡ｙ（Ｌ◎Ｈ） と ＭＥＮ１ 遺 伝 子 の ｍｕ 蹴ｉ㎝ が 認 め ら れ
、 腫 瘍 化 し て い

る こ と が判 明 し た。 した が っ て、 血 中 リ ン濃 度 が 低 値 か ら 高 値 に な る と、 副 甲

状 腺細 胞 で は、 種々 の 細 胞 増 殖 因 子 の 活 性 化や モｕｍＯｒＳｕｐ町ｅＳＳ◎ｒｇｅ脆 の不 活

性 化が惹起さ れ、 最終的には腫瘍化すると推測される （詳細 は文献①参照）。
そこで、 原発性副 甲状腺 機能克進症 およ び腎不 全のため 続発性副甲 状腺 機

能 充進症患 者まり 摘出され た副甲状腺組 織を用 いて、 高リ ン濃度の培 養液に て

培養する ことにより、 細胞増殖と Ｐ珊 の分泌が促進されるような組織培養系を

確 立 し た （蟄） 。 さ ら に、 高 リ ン 濃 度 で 培 養 した 場 合 に、 ど の よ う な 遺 伝 子 が誘

導 さ れ てく る の か を ヒ トの 全 遺 伝 子 を 解 析 で き るｏｌｉｇ◎一ＤＮＡ ｍｉｃｒ◎ａ 陥ｙ（４１０００

個用）を用 いて検討 した。 リ ンにより副 甲状 腺内で誘導される遺伝 子群カ湖 らか

にな れば、 続 発性副甲 状腺機 能充進症の 解明のみな らず、 長期聞 にわたり 腎透

析を 余儀なく されて いる 腎不全 患者に対す る新 じい治療法の開発 につな がるも

のと思われ、 臨床 的に重要な 新知 見が得られるものと期待される。

特 に、 今回 は、 原発性 およ び続 発性副甲 状腺機能 充進症より 得られた組 織

を 用 い て、 リ ン に対 す る 反 応 性 に 違 い があ る か 否 か を 重 点 的 に 検 討 した。

本研究の目的 は、 高リ ン濃度の培養液に反庵 して、 副甲状腺細 胞内 で活性化

される遺 伝子を 明らか にす るこ とにより、 二次性～三 次性の副甲状 腺機能充 進

症 （娑） を予防する治療法を開発する ことである。



研究方法幽
原発 性副甲状 腺機能充 進症およ び続発性副甲 状腺機 能充進症 のため副甲 状

腺 摘 出 術 を 受 け る 患 者 よ り、 通 常、 手 術 前 日 に 口 頭 お よ び 文 書 で 説 明 し、 同 意

書 を 頂 い た。 な お、 こ の 研 究 は当 院 の 倫 理 委 貫 会 に よ り 承 認 さ れ て い る （添 付

参考 文書 ①参照）。

手術時 に得られた副甲状腺 腫瘍の一部 （通常 ５０－２◎Ｏｍｇ） を細 切 し、 でき

る だ け 短 時 間 に コ ラ ー ゲ ン を 塗 布 し た ナイ ロ ンメ ッ シ ュ に 載 せ て、 そ の ま ま 器

官 培 養 し た。 培 養 液 は、 通 常 の 市 販 の培 養 液 （ＭＥＭ） に、 １０％ ウ シ胎 児 血 清

を 添 加 した 培 養 液 （以 下、
“
ｐｒｅｃｕ１ｔｕ帽 培 養 液” と 称 す る） を用 い た。 細 切 し

た 副 甲 状 腺 組 織 切 片 （Ｏ．５ｘｌ．Ｏｘｌ．Ｏｍｍ） を コ ラ ー ゲ ン を 塗 布 した ナイ ロ ン 膜 上

に 載 せ て、 ５％Ｃ０２キ９５％ａｉｒ 下 に て 培 養 し た。 実 験 当 初 は 週 ２ 回 ほ ど 培 養 液 を

交 換 し て い た が、 １ 週 間 に 一 回 で 串 よ い こ と が 判 明 して いる。幽
一 般 に、 ヒ ト の 血 中 の 総 カ ル シ ウ ム 濃 度 は ８．．５－１０．Ｏｍｇ／ｄ１ で あ る が、 そ の

半 分 が 血 清 蛋 白 と 結 合 し て お り、 ５◎％ 弱 が イ オ ン 化カ ル シ ウ ム （Ｃａ
料） と じて

存 在 して いる自 生 物 学 的 に 重 要 な の は 蛋 白 に 結 合 し て い な い Ｃａ斗斗で あ り、 そ

の 正 常 値 は １．０５－１．２０ｍＭ （２．１－２．４ ｍＥｑ ん） で あ る。 と こ ろ で、 市 販 の 培 養 液

中 に はカ ル シ ウ ム 濃 度 と して ７閉ｇ／ｄ１相 当 の カ ル シ ウ ム が 含 ま れ て いる。 通 常、

培 養 液 中 に は １Ｏ％ ウ シ 胎 仔 血 清 を 添 加 し て い る。 こ の た め、 培 養 液 中 の Ｃａ料

は ５０％ 以 上 と なっ て しま う。 実 際 に、 培 養 液 中 の 総 カ ル シウ ム濃 度 と Ｃａ
斗斗 濃

度を検討 してみる と、 参照 図のよう になり （婁 ぺ一ジ）、 総カル シウ ム濃度で

５－６－６．８ｍｇ／ｄｌ の と こ ろ が、 生 理 的 に 正 常 な Ｃａ
半十 濃 度 で あ っ た。 今 回 の 実 験

に 使 用 した ウ シ胎 仔 血 清 の 総カ ル シウ ム 濃 度 は１５．９ｍｇ／ｄｌ、 リ ン 濃 度 は １２．１ ｍｇ

／ｄｌで あ っ た、 し た が っ て、 １Ｏ％ の ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 む ｐｒｅｃｕｌｔｕｒｅ 培 養 液 中

の 総 カ ル シ ウ ム 濃 度 は ８．６ｍｇ／ｄｌ と な る が
、 実 際 の Ｃａ

＋＋ 濃 度 は や や 高 カ ル シ

ウ ム 血 症 ぎ み と な っ て い る。 な お、 実 際 の 実 験 に は、 カ ル シ ウ ム、 リ ン を 含 ま

な い ＭＥＭ ｍｅｄｉｕｍ （ＧｌＰＣＯ 社 に特 別 注 文 した も の） に 適 宜、 リ ンや カ ル シウ

ムを添加 して実験をおこなった。 培養液の組成を表１ に示 した （精 蘇 鰯 ぺ一

夢 参 照） 。
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カ ル シ ウ ム を 含ま な い ＭＥＭ 培 養液 に種々 の濃 度 のカ ル シウ ム を 添加 し、

さ ら に１０％の ウ シ 胎 仔血 清 を 加 えて 作 成 した培 養 液 を、 Ｃ◎２ｈｃむｂａ耐 に 入 れて

培 養 した 場 合の、 総 カ ル シウ ム 濃 度 （ｍｇｌｄ１） と イ オ ン化カ ル シ ウム （Ｃａ料） を

測定 した も の。

ヒ トを 含 めて 陸 上 で 生活 して い る動 物 の 血 中の Ｃａ寺寺 濃 度 は１．◎５－１．１５ｍＭ

（２．１－２．３ｍεｑ／Ｌ） 付 近 であ る。 我々 の 開 発 し た器 官 培 養 系で は、 こ の とき の

総 カ ル シ ウ ム 濃 度 は、 ５－５－６．５ｍｇｌｄ１ 付 近 で あ る。

Ｂ） ｉ耐ａｃｔＰＴＨ の 測 定

数 目 間、 ｐｒｅＣｕ１地ｒｅ 培 養 液 で 培 養 した あ と、 カ ル シ ウ ム あ る い は リ ン 濃 度

を 変 化 さ せ た 培 養 液 中 にて、 さ ら に １ 日 間 培 養 し、 培 養 上 清 を 採 取 し、 一２ぴＣ

で保存 した。 培 養上清を 採取後、 コ ラーゲ ン膜 上に張り付 いている副 甲状腺細

胞 よ り ＤＮＡ を 抽 出 し、 １ デ ィ ッ シ ュ 中 に 含 ま れ て い る１）ＮＡ を 測 定 した。 通 常、

ＤＮＡ 含 量 は １－２昭／ｄｉｓｈ で あ っ た。 さ ら に、 培 養 液 中 のｉ耐ａｃｔＰ珊 濃 度を

ＣＬ１Ａ 法 に て 測 定 した （ＳＲし 社 に依 頼）。 １耐ａｃ亡ＰＴＨ の 分 泌 は、 通 常、

１８ 時 間 内 に 分 泌 さ れ たｉ杭ａｃｔＰＴＨ 量 を ｎｇ／昭 ＤＮＡ で 表 した。

Ｃ）［３肚 ｈｙｍｉｄｉ鵬 の 取り 込 み の測 定

数 目 聞、 ｐｒｅＣｕ１ｔ鵬 培 養 液 で 培 養 した 後、 リ ン濃 度 を 変 え た 培 養 液 で

１～２ 日 ほ ど培 養 し た。 つ い で、 ［３肚 ｈｙ閉ｉｄｉ鵬 を ５０ 万 ｃｐｍ 添加 し、 さ ら に

１８ 時間 ほ ど 培 養 した 後、 ＤＮＡ を 抽 出 した。 抽 出 じた ＤＮＡ の 半 量 を 定 量 に用 い

た。 ま た、 半 量 は 液 体 シ ンチ レー シ ョ ン・ カ ウ ンタ ー で 放 射 活 性 を 測 定 した。

デ ー タ は、 ｃｐｍ 仙 ｇ ＤＮＡ で 表 じ た。



Ｄ） ｃＤＮＡ ｍｉｃｒｏａ 欄 ｙ に よ る 解 析

ａ）
３２Ｐ で ラ ベ ル ＤＮＡ ｍｉｃｒ◎ａ ㈹ ｙ （Ｇ巨Ａ ㈹ ｙ Ｑｓｅ脆ｓ，Ｓりｐｅｒ 鮒 ａｙ Ｃ◎ｍ）

（削 ｍ 帥 ｃ◎ｍｍ ㎝ Ｃ次◎ｋｉ（ｅ，Ｃａ閉 Ｓ－Ｏ◎３） に て ９４ 個 の 遺 伝 子 の 発 現 レベ

ル を 検 討 し た。 ＴｏｔａｌＲＮＡ を 採 取 し た 後、
３２Ｐ で レ ベ ル し、 種 々 の 遺 伝

子 の ｃＤＮＡ を 張 り 付 け た シ ー ト と ｈｙｂｒｉｄｉｚｅｓ し た あ と、 Ｘ 線 写 真 に て 感

光度を 検出する方法 である。

ｂ） Ａヨｉｌｅ枕 社 の ｏｌｉｇ◎一ＤＮＡ 榊ｉｃωａｒ胞ｙ

２００３ 年 度 か らは、 １７◎ＯＯ 個 な い し４１０◎Ｏ 個 の 遺 伝 子 を 同 時 に 解析 でき

る Ａｊｉ１ｅ耐 社 の ◎ｌｉｇ◎一ＤＮＡ ｍｉｃｒ◎ａｒｒａｙ キ ッ ト を 用 い て 検 討 し た。

リ ン 濃 度 を 変 え て、 １ 目 ～ ３ 目 程 培 養 した 後、 ｔ◎協１ＲＮＡ を 採 取 し た。

こ の セｏｔａｌＲＮＡ の 純 度 を 確 認 し た 後、 ｒｅｖｅｒｓｅセｒ鋤ｓｃｒｉｐｔａｓｅ を 用 い て

ｃＤＮＡ を 作 成 した。 こ の 際、 低 リ ン 濃 度 で 培 養 した 副 甲 状 腺細 胞 か ら 得

ら れ た 資 料 を 緑 色 蛍 光 を 発 す る ｃｙａりｉ鵬 ３ で ラ ベ ル し、 高 リ ン 濃 度 で 培

養 した副甲状腺細 胞から得られた資料を赤色蛍光を発するＣｙａ肺ｅ５ で

ラ ベ ル した。

つ い で、 こ れ ら の 蛍 光 で ラ ベ ル さ れ た ｃＤＮＡ を ヒ ト遺 伝 子 の 合 成

◎ｌｉｇ◎一ＤＮＡ を 塗 布 し た ｍｉｃωａ 榊 ｙ とｉりｃりｂａセｅ し、 各 々 の 遺 伝 子 ス ポ

ッ トに 結 合 した 蛍 光 強 度 を 測 定 した。

まず、 各遺伝子スポッ ト （フィーチャー） のシ グナルを計測 した

あ と （ｇｒｅｅη ＭｅａｎＳｉｇ鵬１， ｒｅｄ Ｍｅ帥 Ｓｉｇ 樹） 、
バ ッ ク グ ラ ウ ン 序 の

シ グ ナ ル や 色 素 補 正 を 行 い、 ｇｒｅｅｎ Ｐｒ㏄ｅｓｓｅｄＳｉｇ 脇１ と 陀ｄ 所ｏｃｅｓｓｅｄ

Ｓｉｇ鵬１ を 求 め た。 最 終 的 に、 リ ン によ っ て 誘 導 さ れる 遺 伝 子 を 求 め た鉋

Ｌ◎９ Ｒａｔｉ◎ ＝ｌｏ９１０（ｒＰｒｏｃｅｓｓｅｄ Ｓｉ９洞創／９ｒｅｅ河 Ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ Ｓｉ９洞ａｌ）

通常、 ２倍以上に発現 が増加 して場合を増加、 ５０％以下に発現が抑制さ

れた遺伝子を抑制と判断 した旬

１０



実験結果

Ａ） 幽 鐘製法

こ の 一 連 の 実 験 にて、 最 大 の難 関 と な っ た の は、 コ ラ ー ゲ ン膜 に接 着 し て

いる 副 甲状 腺 細 胞 まり、 鰍ｉＣｒＯａｒｒａｙ に 要 求さ れ る （分 解さ れ て い な い）完ｏ樹

酬Ａを大量に採取することであった。

（隻） 初期の実験 （平成１３年から五４年度）

ＤＮＡ ㎜ｉｃｒｏ狐ａｙ を 施 行 す る に は、 ３ψｇ以 上 のｔ欄 ＲＮＡを 要 し た。

通 常、 ４ 個 の 副 甲 状 腺組 織 切 片 （１ｘ１ｘＯ．５ｍｍ） を 二１ラ ー ゲ ンゲ ル 上 に 培 養

し、 数 日 ～３０日 ほ ど 培 養 し た あ と、 ｔｏ敏１ ＲＮＡ を 抽 出 す る と、 １ デ ィ ッ シ

ュ か ら １ 卑ｇのｔｏ劔 ＲＮＡしか 採 取 で き な かっ た。 ま た、 せ っ か く 採 取 し

たｔｏｔａｉ ＲＮＡ も 分 解 が 進 ん で お り （ 鎌 、 般 ぺ 一 ジ 欝 簸） 、 ｍｉｃｒｏ蝋ａｙ に 使

用 で きる ほ どｐｕｒｅ なｔｏ触 ＲＮＡを 得 る こ とは な かな か 困 難 であ っ た。

そこで大量の細 胞を 得ることのできる ヒ ト甲状腺濾胞の浮 遊培養系 で培養

し た 甲 状 腺 濾 胞 よ り、 ｔｏ劇 ＲＮＡ を 採 取 し た と こ ろ、 緕 麗 なｔｏｔａ１ ＲＮＡカざ得

られ て い る こ と 那 判 明 し た。 し た が っ て、 ｔｏ湖 ＲＮＡの 採 取 法 に 問 題 が あ

る の で はなく、 や はり 培 養 法 に 問 題 が ある こ とが 判 明 した （な お
、

ヒ ト甲

状 腺 細 胞 を用 い た 研 究は、 迅速カ）つ 容易 に纏 まっ た の で、 文 献 ②、 およ び

③ と して 発 表 した） 。

従来、 ＝１ラーゲン膜上に付着した副甲状腺細胞をスパーテルな どにて

掻 き 取っ て いた が、 そ の 後、 組 織 切 片 が 張 り 付 いて いる コ ラ ー ゲ ン 膜 を挟

み にて 迅速 に 切り 取 り、 ナイ ロ ンメ ッ シュ ごとＲＮＡ抽 出液 （ＲＮｅａｓｙ Ｍｉｎ１

Ｋ虻） に い れ て、 震 鐘 して 破 砕 す る 方 法 に 変 更 した と ころ、 よ う や く 緒 麗

なｔｏ制 ＲＮＡが採 取 でき る よ う にな っ た （ 鮒、 招 ぺ一 ジ勢 簿）。

（１） 後期の実験 （平成１５４６年度）

平 成１５年 度 にな っ て か ら、 そ れ ま で、 ２４００個 の 遺 伝 子 を 解 析 で き るＤＮＡ

醐ｉｃｒｏ肌ａｙ に か わ っ て、 １７０００個 ～４王Ｏ００個 の 遺 伝 子 を 一 度 に 解 析 で き る

ｏｈｇｏ－Ｄ Ｎ Ａ ㎜ｉｃｒｏ ㎜ ａｙ が 使 用 で き る よ う に な っ た。 こ のｏｌｉｇｏ－Ｄ Ｎ Ａ 醐ｉｃｒ◎一

ａ肌ａｙ を用 い る と ｔｏ随１ ＲＮＡが ５砕ｇ程 度 あ れ ば、 十 分 に 解 析 で き る こ と 郷

判 明 し た日 ま た、 研 究 手 技も 逓 速 にな っ た せ いか、 極め て 良 好な ｔＯ触

ＲＮＡを 採 取 で き る よ う にな っ て い る （麟 、 ㌶ 残 一 ジ 馨 懸） 。 以 上 の よ う

な 試 行 錯 誤 を 経 て、 ３ 年 ほ どを 費や し て、 よ う やく、 ヒ ト副 甲 状 腺 細 胞 の

全遺伝子が解析できるようなバイオアッセイ系を確立できた。

ｕ



図 １ ：Ｔｏ屹１ＲＮ＾のｅＩｅｃ廿０ｐｈ讐０ｇ胞 ｍ

ＲＮＡは 壌 れ て し ま っ て い る （案験番号１ ５， 手術目０３１２／１ Ｏ， 抽出臼２１１ ７）
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図２：ｆｏ屹 岬 ＮＡのｄ 鰍 ｒｏ帥 讐０ｇ胞ｍ
ＲＮＡ の一一部 が 分 解 し て い る （実 験 番 号 ２ ４

，
手 術 圓 ０ ３１６１１ ７， 描 幽 嗜 ６１２ ６）
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図３：ｆｏ胞１ＲＮＡのｅ１ｅｃ並ｏｐｈ讐ｏｇ胞 ｍ

ＲＮ＾が 騎 麗 に 取 れ て い る （実験番号３６， 手術臼０ 舳 ／７， 抽 出 田 １２０）
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Ｂ）培萱渡 幽 及ぼ丈影饗

予 測 さ れ た ごと く、 培 養 液 中 の カ ル シ ウ ム 濃 度 が 高 く な る に つ れ て、 耐ａＣｔ

ＰＴＨ の 分 泌 が 抑 制 さ れ た （駿 轟）。 特 に、 血 中 の 総カ ル シ ウ ム 濃 度 が ６－７ｍｇ

／ｄｌの 範 囲 で 耐ａｃｔＰＴＨ 分 泌 が 急 峻 に 抑 制 さ れ て い た。 こ の 時 の イ オ ン化 カ ル

シウ ム 濃 度 で １．１－１．３伽Ｍ に 相 当 した。 こ れ は、 正 常 人 の 副 甲 状 腺 細 胞 の カ ル シ

ウ ム の Ｓｅｔ ｐ◎ｉｎ亡 よ り や や 高 値 で は あ る が、 培 養 さ れ て い る 副 甲 状 腺細 胞 は 続

発性 副甲状腺機能充進症由来のものである箏 じたがっ て、 培養副甲状腺細胞 は、
腎 不 全 患 者 の 副 甲 状 腺 の ごとく、 生 理 的 な Ｃａ

糾 濃 度 よ り も や や 高 いと ころ で、
ｉｎｔａｃｔＰ下Ｈ の 分 泌 が抑 制 さ れ て いる こ と が判 明 し た。麹

姜１１ポ
藺
尋
冒

２
２０

ト
１

富
量

１０

１．６ ５．６ ７
．
６ ９

，
６ １１

，
６ １３

－
６

Ｃａｃｏｎｃｅｍ 旧ｔｉｏｎ （ｍ 釧ｄＩ）

副甲状腺機能充進症よりの副甲状腺腫切片をｐｒｅＣｕ１地ｒｅ 培養液で数日聞

培 養 した 後、 カ ル シウ ム 濃 度 を変 化 さ せ た 培養 液 に変 更後、 さ ら に１２ 時 間

培 養 した 際 に、 培 養液 中 に 分 泌さ れ たｉｎｔａｃｔＰＴＨ 濃度 を 測 定 した。

さ ら に副 甲 状 腺切 片 の ＤＮＡ を測 定 し、 培養 液 中 に 分 泌さ れ て き たｉ耐ａｃｔＰＴＨ

量 を ｎｇ／昭 ＤＮＡ で 表 した。 デ ータ は平 均 ±ＳＤ （昨３） 。

しか し、 実験毎 に大きなバラ 付き があ り、 特 に原発性副 甲状腺機 能充進症

か ら得られた副甲状腺は、 高カルシウム濃度の培養液 で培養 しても、 Ｐ珊 の 分

泌抑制 が乏しい傾向が認められた。
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嚢１ 培 ・ の１ ン油 幅１ 仙 の 増 ＰＴＨ 洲こ 亘多錘

続 発 性 副 甲 状 腺機 能 充 進 症 より の 副 甲 状腺 腫 切 片 を ｐｒｅＣｕｌｔｕｒｅ 培 養 液 で数 日 間

培養した後、 リン濃度を変化させた培養液に変更後、 さらに７２ 時聞培養じた

際 に、 培 養 液 中 に 分泌 さ れ たｉ耐ａｃｔ 町 Ｈ 濃 度 を 測 定 した （カ ラ ム）、 さ ら に

３Ｈ－ｔｈｙｍｉ飾ｅ の 取 り 込み を 測 定 し た （● 十 ●） 。 ｉ耐ａｃｔ 町 Ｈ は ｎｇ／昭 ＤＮＡ，

３Ｈ－ｔｈｙｍｉｄｉｎｅ の 取 り込 み は ｃｐｍ／昭 酬 Ａ で 表 し た。 デ ー タ は平 均 ±ＳＤ （ｎ＝３） 。

Ｄ 、、
盲１ 仙 蛇 止 准 症 お よ び 監 目 状 牝 山 症 患 の

目 仙 を い て の 交 …・

以上 のよ うな予備 実験にて、 本組織培 養法は， 腎透析患 者の副甲状 腺で生

じて いる 性質 を保持 して いると思わ れたの で、 原発性副 甲状腺機 能充進症 と続

発 性副甲状 腺機 能充進症か ら得 られ た副甲状腺組 織を用 いて、 リ ンに対する 反

応 が異なるか否かを比較検討 した。麹
本研究の 究極の目 的は、 長期 間にわ たり、 腎透析 患者の副 甲状腺細 胞でお

き て い る 現 象 を、ｉｎ ＶｉｔｒＯ の 培 養 系 で 再 現 し、 リ ン に よ る 細 胞 増 殖 機 序 を 解 明

す る こ と に あ る。 し た が っ て、 こ の 器 官 培 養 系 で 副 甲 状 腺細 胞 の 機 能 躯 ど の 程

度
、 保 持 さ れ て いる かを 検 討 し た。
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原発性 およ び続 発性副甲 状腺機能 充進症患 者より提 供して いただいた副 甲

状 腺 腫 切 片 を １～ ４ 週 ほ ど 培 養 し て お き、 低 濃 度 （２１０ｍｇ／ｄｌ） お よ び 高 濃 度

（１Ｏ．４ｍｇｌｄｌ） の リ ンを 含 ん だ 培 養 液 に変 更 し て１ 日 培 養 後、 ［３肚 ｈｙｍｉｄｉ鵬 を

添 加 し、 １８ 時 聞 後 に ＤＮＡ に 取 り 込 ま れ た 放 射 活 性 を 検 討 した。

襲§ に示 した よう に、 原発性副甲 状腺 機能充進症よ り得られ た副甲状 腺腫

細 胞 は 一 ヶ 月 以 上 にわ たり、 増 殖 能 を 保 持 して お り、 ＰＴＨ の 分 泌 能 も 旺 盛 で あ

っ た。 さ ら に、 高 リ ン 濃 度 の 培 養 液 に て ＰＴＨ の 分 泌 が 促 進 する こ と も 確 認 さ れ

た。 しか し、 副 甲 状 腺 組 織 によ っ て 実 験 結 果 が 異 な り、 リ ン に 対 す る 細 胞 増 殖

が 認 め ら れな かっ た も の も あ っ た。 ま た、 ＰＴＨ の 分 泌 も リ ン に よ り 刺 激 さ れ る

場 合 も あ っ た が
、

刺 激 効 果 が 認 め ら れ な い 場 合 も あ っ たむ

ま た、 籔？ に示 したよう に、 続発性副 甲状腺機 能充進症 から得られ た副甲

状 腺 腫 細 胞 も、 一 ヶ月 以 上 に わ た り、 細 胞 増 殖 能 を 保 持 して おり、 ＰＴＨ の 分 泌

も 旺 盛 で あ っ た。 しか し、 リ ン に 対す る 反 応 性 は、 ４ 週 目 ま り も １～２ 週 目 に

良好 であ る こ と が 判 明 した。

１７



團鯖１亜㌧ 蘭町の翻甲状腺糧の砂ンに対する反麻惟
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圏 ㍗ 盈里㌧ 概醐の翻甲状腺鰹の妙ンに対玄る反廠撞
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しか し、 実 験 によ り、 得 ら れ た副 甲 状 腺組 織 に より 大 い に 異 な る た め

９ 回 （原発性副甲状 腺機能克進症） およびｌＯ 回 （続発性副甲状腺機能充進症）

の 実 験 結 果 を 図 ８ に示 し た。 ま た、 ＰＴＨ の 分 泌 は 図 ９ に 示 した。 各 実 験 ご

と の バ ラ 付 き が 大 き い の で、 ％ｉｎＣｒｅａＳｅ で 示 し た。

１ 、 槽 、 宕 １ 、 漕 宣 ； 紬 ・ ６ Ａ

（Ａ） 原発性副甲状腺機能充進症 （Ｂ） 続発性副甲状腺 機能充進 症

原発性 およ び続 発性副 甲状 腺 機能克進 症の 手術時 に得 られた 副甲状腺切 片を １－２

週 間 ほ ど ｐｒｅｃ岨 ㈱ 培 養 液で培 養後、 低 リ ン 濃度 （２．◎㎎／ｄ１） およ び 高 リン 濃 度

（岨４閑ｇｌｄｌ） の培 養液 で培養 し、 １８ 時間の 培養時間中 にとりこまれた［３ 肚ｈ胴ｉｄｉｎｅ

を ｃｐｍ／ｍｇ ＤＮＡ で示 し た。 各々 の 実 験 は、 揃ｐ１ｉｃａｔｅ ま た は ｑ 雌 叩１ｉｃ誠ｅ に て 行 っ

て お り、 各 平均 値 を 示 し たむ 下 園 は 低 リ ン 濃 度 値 を １０◎ と し て、 高 リ ン濃 度 値 を ％

で 表 示 し た も の
。

＊ Ｐ ＜ Ｏ．０５

２０



図９：原発性おまび続発性副甲状腺機能克進症患者より

得られた副甲状腺腫細胞のＰＴＨ分泌能

、、発性副甲状 腺機能充進

低 Ｐ 高 Ｐ 優Ｐ 高Ｐ

町獅の分泌能 は図７＆８に示す ごとく、 用 いた 組織 によって著 しくバラ付きが大き かったので、
低リ ン濃度の培 養液で培養 したときのＰＴＨの 分泌量を一００％と して、 高リ ン濃度の 分泌量を％
流 撒・ｅ で 示 した。 Ｉ触ｃｔ 町Ｈ の 分泌ｈ， Ｏ．２－１００亙ｇ仏ｇＤＮＡ と 実 験 条 件 によ っ て 大き な 違 いカ言

認め られた。 データ は、 ５回の実験結果の 平均±ＳＤで示した日 原発性の方は有意差が認められ
な か っ た が、 続 発 性 で は、 ｐａ１ｒｅ砒 ㈱ で 有 意 差 が 認 め ら れた （Ｐ〈Ｏ．０５） 日

原 発 性 で も、 続 発 性 で も、 リ ン に 反麻 し て 町 ｈの 分泌 が 増 加 す る こ と が 確 認 さ れ た自
原 発 性 と 続 発 性 を 比 較 す る と、 や はり、 続 発 性 の 方 がリ ン に 反応 し て、 よ り 多く の
町阿力ざ分泌される傾向が認められた。
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幽
実 験 開 始 の 当 初 （２００１－２００２ 年） は、ｔ◎亡ａ１ ＲＮＡ が 十 分 に 採 取 で き な か っ

た の で、セｏｔａ１ＲＮＡ が 少 量 （～５ 昭） で 解 析 で き る ＤＮＡ ｍｉｃｒ◎ｒａ ㈹ ｙ （ＧＥＡｒｒａｙ

Ｑ ｓｅｒｉｅｓ，Ｓ 叩ｅｒａｒｒａｙ Ｃｏｍ） を 用 い た自 副 甲 状 腺 細 胞 を ｐｒｅｃｕｌｔ ㈱ 培 養 液 で 数

日 間 培 養 後、 低 リ ン 濃 度 （１Ｉ２ｍｇｌｄｌ） お よ び 高 リ ン濃 度 （ｌＯｍｇ／ｄｌ） の 培 養 液

に て ３ 日 間 培 養 した 後、 ｔｏｔａｌ ＲＮＡ を 抽 出 し、
３２Ｐ で ラ ベ ル した の ち ＤＮＡ

ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ （ＧＥＡ 陥 ｙ Ｑ ｓｅｒｉｅｓ，Ｓ 叩ｅｒａｒｒａｙ Ｃ◎洞） に て ９４ 個 の 遺 伝 子 の 発 現

レベルを検 討 した。 結 果の一 部は前報 にて報告 したが、 これらのデータ は再現

性 に 乏 しく、 ま た、 解 析 で き る 遺 伝 子 数 も 限 ら れ て い た。

そ こ で、 １７０００ 個 ～４１０００ 個 の 違 伝 子 を 一 気 に 解 析 で き る Ａｊｉｌｅｎセ 社 の

◎１ｉｇｏ－ＤＮＡ ｍｉｃｒ◎ａｒａｒｙ を 用 い て、 リ ン に よ り 誘 導 さ れ る 遺 伝 子 を 検 討 し た。

ａ） 副甲状腺細胞 に特有の遺伝 子

護愛 およ び籔 郷一掴 に示す ごとく、 ヒ ト副甲状腺細 胞で最も多く 発現 して

い る 遺 伝 子 は、 種 々 の ｒｉｂ◎ｓ◎ｍａ１ 関 連 遺 伝 子、 細 胞 接 着 因 子 （ＬＵ（Ｌ吠ｈｅｍ ｂｌｏ◎ｄ

ｇｒｏ 叩）
、 ｏｓｔｅ ㎝ ｅｃｔｉｎ，

ｆｉｂｒ◎ｎｅｃｔｉわ な ど） ， 形 態 形 成 因 子、 ｓｉｇｎａ１ 伝 達 遺 伝 子、

ｐｒｉ◎ｎ （Ｘ８２５４５）， ＤＲＤ４ （ｄｏｐ 獅ｉ（ｅ ｒｅｃｅｐモ◎ｒ Ｄ４） な ど で あ っ た。 当 然 の こ と

で はあ る が、 副 甲 状 腺 ホ ルモ ン （ＰＴＨ） 遺 伝 子 も 著 しく 発 現 し て い た。 ま た、

リ ン に よ り ＰＴＨ の 分 泌 が促 進さ れ た 場 合 に は、 ＰＴＨ ｍＲＮＡ の 発 現 も ２ 倍 近 く

増 加 し て い た （騒 鳩）臼 しか し、 ＰＴＨ の 分 泌 が 促 進 さ れ な か っ た 場 合 に は ＰＴＨ

ｍＲＮＡ の発現 レペル に有 意な変 化は認め られなかっ た （翼 弼）。 副甲状腺癌

でも ＰＴＨ の遺伝 子が強く発 現していたが、 リ ンに対する反応性は認められなか

っ た （蟹 篶）。

しか し、 一例 の続発 性副甲状 腺機能克進 症患者よ り得 られた副甲状 腺組織

は、 ＰＴＨ の 分 泌 （デ ー タ は 示 さ ず）も ＰＴＨ ｍＲＮＡ の発 現 も 極 め て 乏 しく か っ

た。 こ れ は お そ らく、 ｐｒｅＣｕ１地ｒｅ 培 養 液 が 軽 度 の 高 カ ル シ ウ ム 血 症 にな っ て い

る ため、 こ の 患 者 の 副 甲 状 腺 細 胞 で は ＣａＳＲ の発 現 も抑 制 さ れ て お り、 そ の 結

果、 Ｐ淵 の 合 成 ・ 分 泌 が抑 制 さ れ た の であ ろ う と推 測 して い る （襲 １遂） 。

そ の他、 副 甲 状 腺細 胞 に 特 有 な 遺 伝 子 と して、 ｃｈｒｏｍｏｇｒ帥ｉ（ Ａ の 発 現 が 多

く 認 め ら れ た。 ま た， ｖｉモａｍｉｎ Ｄ ｒｅｃｅｐｔ◎ｒ （ＶＤＲ） や カ ル シ ウ ム 感 知 受 容 体

（ＣａＳＲ） の 発 現 も 認 め ら れ た。

ｂ） 副甲状腺細胞の増殖 に関与 して いる と推測さ れている 遺伝子

ＦＧＦ 関 連 の 遺 伝 子 や ＴＧＦ 関 連 の 遺 伝 子 を 表 ３ に示 し た。

高リ ン濃度の培養液により培養 しても、 ＦＧＦ関連 遺伝 子の動き に有意な変化は

認 め られ な かっ た。 し か し、 ＴＧＦ邪 が や や 増 加 して い た （表 ３）。
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図１０：ｒ －ＨＰＴ 組 織 の リ ンに 対 す る 反 施 性
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図１２：ＩＩ。 一ＨＰＴ組 織のリ ンに対 する反応性
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Ｃ） リンにより誘導される遺伝子

高リ ン濃度 の培養液 により培養 するこ とにより、 ２ 倍以上 に増加 した遺伝

子 が １００ 個 以 上 認 め ら れ た。 ま た、 １／２ 以 下 に 発 現 が 抑 制 さ れ る 遺 伝 子 も ５０ 個

ほ ど 認 め られ た。 し か し、 実 験 ごと にや や 再 現 性 が 乏 しい こ と も あ っ た の で、

実 験 を 反 復 し て か ら ｐ醐ｉｓｈ す る 予 定 で あ る。 な お、 楓ｉｃｒｏａｒａｙ は極 め て 高 価 な

の で、 今 後 は、 よ り 資金 カ のあ る 研 究 陣 と 共同 研 究 し て いく 予 定 で あ る。

２８



考案

Ａ）既蟄 幽 艶教
ヒ トの 副 甲 状 腺 は 通 常、 米 粒 大 （～３０ｍｇ） の 大 きさ で あ り、 正 常 の 甲 状 腺

細 胞 を 培 養 して、 検 討 した 成 績 は 皆 無 で あ る （郷）箏 こ れ ま で、 原 発 性 ま た は

続発 性副甲状 腺機能克進症 の手術 時に得られた副甲状 腺腫を＝コラゲナ ーゼ処理

にて、 副甲状腺細 胞を分離 して、 町Ｈ の分泌を数時間ほど検討 した報告 は数多

く あ る が （ 側 、 ３－４ 目 ほ ど培 養 す る と Ｃａ に よる ＰＴＨ の 分 泌 抑 制 が 認 め られ

な く な っ て しま う （ ω 。 こ れ は、
単 層 培 養 す る と、 副 甲 状 腺 細 胞 のカ ル シ ウ

ム 感 知 受 容 体 （ＣａＳＲ） が 激 減 して し ま う た め で あ る こ と 淋判 明 し て いる

（籔ヨ側 。 最 近、 低カ ル シウ ム 濃 度 （Ｏ．５ｍＭ） の 培 養 液 で 培 養 して、 高 カ ル シ

ウ ム濃度 （３０ｍＭ） で増殖 那抑制 されると の報告もある躯 （葦遂）、 ４ 日以内 の

培 養 で あ る。 ごく 最 近、 Ｒｉｔｔｅｒ ＣＳ ら は、 ウ シ の 副 甲 状 腺 を コ ラ ー ゲナ ー ゼ 処

理 した あ と、 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内 に 包 埋 し、 無 血 清 培 養 液 で 培 養 す る こ と によ り

カ ルシウ ムに長期聞反応す る３次 元培 養系を確立 して いる （矧 。 おそ らく、

副 甲 状 腺 機 能 を 維 持 す る に は、 細 胞 同 士 が 接 着 して、 ◎ｒ馳〔◎ｉｄ 構造 を 保 持 して

いく 必要がありそうである （粥）。

以上の ように、 高カ ルシウ ム濃度の培養 液に反応 して、 町Ｈ の分泌 が抑 制

さ れ た と の ｉｎ ＶｉｔｒＯ の 報 告 は 数 多く あ る が、 高 リ ン 濃 度 の 培 養 液 に 反 応 して、

町Ｈ の 分泌那促進さ れたり、 細 胞増 殖が促進されたとの報告は極めて少ない。

それ は、 リ ンに対する副甲 状腺細胞の増 殖反応を検 出するため には、 少なく と

も数 日闇の培養 期間が必 要であり、 そ れだけの期闇、 副甲状 腺細 胞の 機能を保

持 しなが ら培養できる システ ムが開発されて いなかったためである。

１９９６ 年 に いた り、 ウ シ の 副 甲 状 腺 の ス ラ イ ス ま た は ラ ッ トの 副 甲 状 腺 を ま

る ごと用 いて、 高リ ン濃度の培養 液により Ｐ珊 の分泌が刺激されることが次狗

と 明 ら か にな っ た （η言鳩、鴻） 。 しか し、 ＣＯｌ１㎎ｅ脇Ｓｅ 処 理 に よ り 得 ら れ た 副

甲 状 腺 細 胞 で は、 リ ン に 対 す る 反応 性 那消 失 し て い た。

そ の 後、 ヒ ト副 甲 状 腺細 胞 を 用 い て、 高 リ ン 濃 度 の 培 養 液 に よ り、 町 Ｈ の

分 泌が促進さ れるこ と秘報 告さ れた （鋤 。 さ らに、 続発性副甲状 腺機能充進

症 由来の副 甲状腺細 胞をマイル ドにコラゲナー ゼ処理 して得られ た細 胞凝集 塊

を そのまま 単層培養 すること により、 カル シウ ムに対す る感受性 を維持でき た

と の 報 告 が な さ れ て い る。 し か し、 こ の 培 養 系 で は、 リ ン に 対 し て 低 濃 度

（◎．５ｍＭ） および高濃度 （４ｍＭ） で Ｐ珊 の分 泌が促 進さ れるとの一部、 非生

理 的 な 反 応 を 呈 し、ｉ洲１Ｖ◎ の 性 質 を 維 持 して い る と は 言 い 那 た い （ 洲 臼 ま た、

高濃度のカ ルシウム液で培養すると細胞増殖が促進されるなど、ｉ榊ｉＶ◎ での

成績 と 矛盾す る 成績 も発 表さ れ ている （鰍）。 そ の後、 ヒ ト副 甲状 腺細 胞を

Ｋｅ 融 ｎ◎ｃ皿ｅ 培養用の無血清培 養液中で ６◎ 目 ほど培養でき たとの報告がある
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（灘）。

以上の ごとく、 リ ンに対する 反応性 を長期間 にわたり保 持 した ヒ トの副甲

状 腺細胞 の器官培 養系はこ れまでに報 告が見当 たらず、 このような器 官培養系

を用 い て、 リ ン に よる 増 殖 制 御 機 構 を 解 明 しま う と した 研 究 は 皆 無 で あ り、 当

研 究室の仕事が晴矢である。Ｂ）亘 魑
長期間 にわ たり腎透 析をう けている患者 では、 続発 性副甲 状腺機能充 進症

が 必 発 す る。 そ の 成 因 は、 高 リ ン 血 症 で あ る こ と が判 明 して いる が、 高 リ ン 血

症 が何 故、 副甲状腺細 胞の増殖を促進するのかは不明である。

我々 は、原発性副甲状腺機能充進症患者 より 得られた副甲状 腺腫 を用 いて、
高リ ン濃度の培 養液 に反応 して、 細 胞増殖 が促進される 器官培養 系を始め て確

立 で き た。 さ ら に、 こ の 器 官 培 養 系 で は、 高 リ ン 濃 度 の 培 養 液 に 反 応 して

ＰＴＨ の 分 泌 も 促 進 さ れ る こ と を 見 い だ した。 した がっ て、 続 発 性 副 甲 状 腺 機 能

充 進 症 患 者 の 副 甲 状 腺 で お き て いる 現 象 を 忠 実 に ｉｎ Ｖｉｔｒ◎ の 器 官 培 養 系 で 再 現

で き た と いえ る。Ｃ）副里 麟
図６およ び図 ７に示すよう に、 原発性 副甲状腺機能充進症および

続発性副甲状腺機 能充進症患者 より 得られた副 甲状腺腫を １－２ 週間 ほど培養 し

た 後 に、 発 現 し て い る 遺 伝 子 を ◎ｌｉｇ◎一ＤＮＡ 耐ｃｒ◎ａ ㈹ｙ に て 解 析 し た と こ ろ、

種 々 の 池 ｏｓｏｍ ａ１ ｐ 耐 ｅｉｈ を 始 め
、

山 亡ｈｅｒ 釧 ｂｌ◎◎ｄ ｇｒ◎ｕｐ ｇｌｙｃ◎ｐｒ◎ｔｅｉｎ、

◎ｓｔｅ ㎝ｅｃｔ市 やｆｉｂｒ㎝ｅｃｔｉｎ な ど の 細 胞 接 着 因 子、種 々 の コ ラ ー ゲ ン 蛋 白、ｖｉｍｅ耐ｈ

など の形態形成 に関与 して いる遺伝 子が多く発 現 して いた。 その他、 細胞増殖

に関連 している 遺伝子が多 数、 増減 していた。 ま た、 続発性 副甲状 腺機能充進

症 で は、 ｐｒｉ◎ｎ 蛋 白の 発 現 が 極め て 強 い も のカ言認 め ら れ た （表 ２ 参 照） 。

ま た、 予 測 さ れ た よ う に ＰＴＨ の 遺 伝 子 が 極 め て 多く 発 現 し て い た。 さ

ら に、 ＰＴＨ の 分 泌 を 調 節 して い る ｃｈｒ◎ｍ◎ｇ 閉ｉわ Ａ 遺 伝 子 （ 捌 の 発 現 も 顕

著 に 認 め ら れ た。

と こ ろ で、 原 発 性 で も、 続 発 性 副 甲 状 腺 機 能 充 進 症 で も、 ＣａＳＲ （鑓） や

ＶＤＲ （鱗） の 発 現カざ減 少 して いる こ と が知 ら れ て いる力青、 今 回 の ｍｉｃｒ◎ａ陥ｙ に

て、 原 発 性 で も 続 発 性 で も ＣａＳＲ と ＶＤＲ 遺 伝 子 が 十 分 に 発 現 して い る こ と が

確認され た。 正常人 の副甲状 腺を入手する こと は不 可能なの で、 正常 ヒ トの副

甲 状 腺細 胞 と 比 較 して い な い の で、 ＣａＳＲ や ＶＤＲ の 発 現 が 減 少 して い る か 否 か

は 不 明 で あ る。 しか し、 ＣａＳＲ や ＶＤＲ の 発 現 が 症 例 毎 に 著 しく 異 な っ て い る こ

と は 事 実 で あ り、 今 後、 臨 床 経 過 と 比 較 検 討 して いき た い。
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Ｄ）高五 幽 ヱ
リ ンにより どのような 遺伝子の発 現が誘発 または抑制 される かを検討す る

た め、 ｍｉｃｒｏａ㈹ｙ に よ り 検 討 した。 当 初 は、 １ＯＯ 個 程 度 の 遺 伝 子 を 解 析 でき る

ｍｉｃｒ◎ａｒｒａｙ を 用 い て い た
。

前 回 の 報 告 書 （警） で は、 ｉｎｓｏｌｈ －１ｉｋｅ ｇｒ◎Ｗｔｈ ｆａｃｔ◎ｒｌ

（ｌＧ Ｆ－１）
、

廿ａｎｓｆｏｒｍｉ洞ｇ ｇｒ◎Ｗセｈ ｆａ１ｃｔ◎ｒ一偉 １ （ＴＧ Ｆ一 剛 ）
，

Ｔ Ｇ Ｆ－ｂ３ （ＴＧ Ｆ 一 偉３）
，

ｆｉｂｒ◎ｂ１ａｓｔ ｇｒ◎ 航 ｈ ｆａｃｔ◎ｒ １７ （ＦＧ Ｆ－１７）
， ｃ－ｆ◎ｓ 胴 ｕｃｅｄ ｇｒ◎ 淋 ｈ ｆａｃｔ◎ｒ な ど の

発 現がリ ンにより誘導 されてく ると報告 したが、 データ の再現性 が乏 しいこと

が 判 明 し た。 ま た、 解 析 で き る 遺 伝 子 数 も 少 な い た め、 ２００３ 年 度 以 降 は、 多

数 の 遺伝 子 を 解 析 で き る ◎ｌｉｇ◎一ＤＮＡ ｍｉｃｒ◎鮒 ａｙ 法 を 用 い て 検 討 した。

副 甲 状 腺 腫 は、 原 発 性 で あ れ、 続 発 性 で あ れ、 ｍ◎ｎ㏄１㎝ａｌ な 増 殖 を して

い る こ と が 明 ら か に な っ て い る。 こ れ ら の 細 胞 にお い て 細 胞 増 殖 に 関 与 して い

る とされ ている 遺伝子がこ れまで数種 類報告され ているので、 これ らの遺伝子

の動 き に つ い て 検 討 して み た。

ａ）１Ｇ Ｆ－ｌ

ｌＧＦ－１ は も っ と も 強力 な 細 胞 増 殖 因 子 で あ り、 ほ と ん ど す べ て の 細 胞

に 対 して ａｎａｂ◎ｌｉｃ な 作 用 を発 揮 す る。 こ れ ま で、 副 甲 状 腺細 胞 で もｌＧＦ－１ や

１Ｇ Ｈ１ が 細 胞 増 殖 に 関 与 して いる こ と が 知 ら れ て い る （鮒） 。 し か し、 今 回

の 器 官 培 養 系 で は、 リ ン に 対 す る ｌＧＦ－１ の 反 応 は そ れ ほ ど顕 著 な も の で は な

か っ た
。

ｂ） ＴＧＦ一α

ＴＧＦ一α も 副 甲 状 腺細 胞 の 増 殖 に 関 与 し て い る と の 報 告 も あ る が（蜷、灘）、

我々 の ｉｎ ｖｉｔｒ◎ の系 で は ＴＧＦ一α遺 伝 子 の動 き は、 そ れ ほ ど 大き く は 認 め ら れ

な か っ た。 ま た、 いく つ か の 実 験 で は、 ＴＧＦ－ｂ の発 現 レベ ル が 充 進 し て い る

こ と が認 め ら れ て いる、

ＴＧＦ一α は ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏ淋ｈ ｆａｃｔ◎ｒ（ＥＧＦ） 受 容 体 に 結 合 す る。 こ れ ま

で、 副 甲 状 腺 腫 で は、
巨ＧＦ 受 容 体 の 発 現 が 充 進 して お り、 正 常 副 甲 状 腺 で は

発 現 し て い な い と さ れ て い る （総） 。 今 回 の 我々 の 実 験 系 で は、 ＥＧＦ の 発 現

も ＥＧＦ 受容体 の発 現も微々 たる ものであり、 リンに対 しての反応性も顕著な

も の で は な か っ た。 、

ｃ） ＦＧ Ｆ （ｆｉｂｒ◎ｂ１ａ．ｓ
ｔ－ｇｒ◎Ｗｔｈ ｆａｃセ◎ｒ）

ＦＧＦ ｆａｍｉ１ｙ は 副 甲 状 腺 細 胞 の 増 殖 刺 激 因 子 で あ る と の 報 告 が あ る （鎌、

駿） 。 し か し、 我々 の 副 甲 状 腺 細 胞 を 用 い た 器 官 培 養 系 で は、 リ ン に 対 す る

反応 性 は あ ま り 顕 著 で は な か っ た。

ｄ） Ａｎｇｉ◎９ｅｎｅｓｉｓ ｆａｃｔｏｒｓ

い く つ か の ａηｇｉ◎ｇｅｎｅｓｉｓ ｆａｃｔ◎ｒ も 血 管 内 皮 細 胞 と 共 同 で、 細 胞 増 殖 に 関

与 して い る こ と が 明 ら か と な っ て い る （鑓） 。 我々 の 実 験 系 で は、 血 管 内 皮
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細 胞 も 一 緒 に 培 養 さ れ て い る と 推 測 さ れ て い る が、 現 在 の と こ ろ、 ＶＥＧＦ 系

の 遺 伝 子 の動 き は あ ま り リ ン と は 関 連 して い な い よ う で あ る。

Ｄ）原劉生と鐘整１生副里抵腺機能 鯉
原発性副 甲状腺機能充進症でも続発性副甲状腺機能充進症でも

ＣａＳＲ や ＶＤＲ の 発 現 が 減 少 して い る こ と が 知 ら れ て い る。 我々 の 実 験 で は、

正常 ヒ トの副 甲状 腺と比 較検討する こ とは不 可能な ので、 原発性 と続発 性副

甲状 腺 機能充 進症 の副甲状 腺で どの程 度、 こ れらの 遺伝子発 現 が減少 してい

い る か は不 明 で あ る。

そ こで、 原発 性 と続発性 副甲状 腺機 能充進 症か ら得ら れた副 甲状腺 でリ

ンに対す る反 応性 に違 いが認め られるか 否か を検討 した。 原発性 は腫瘍抑 制

遺 伝 子 （ｃｙｃ１ｈ Ｄ，ＭＥＮ－１ な ど） の１◎ｓｓ◎ｆｆｕｎｃｔｉ㎝ ｍｕ 幟ｉ㎝ に よ る こ とカＳ多

く、 続発性副 甲状腺機能充進症はこれらとは別の遺伝子異常によるら しい。

また、 続発性 ではリンにより増殖反応が刺激された結果であると推測されて

お り、 事 実、 我々 のｉ〔ＶｉｔｒＯ の 器 官培 養 系 で も リ ン に 対 する 反 応 性 の 違 い が 実

証 さ れ た。 今 後 は、 こ の 理 想 的 な 器 官 培 養 系 を 用 い て、 原 発 性 と 続 発 性 副

甲 状 腺 機 能 充進 症 の 違 い に つ い て、 症例 を 重 ね て、 検 討 して い き た い、
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まとめ

生 体が どのよう な 機序でリ ン濃 度を 感知する のか は不明 である、 大 腸菌

や 酵 母 で は リ ン セ ン サ ー が 備 わ っ て いる こ と が知 ら れ て お り、 ほ 乳 類 で も 同

様なリ ン感知 機構が存在している可能性がある。

カ ルシウム 感知 受容体の よう に、 人体 にリ ン感知受 容体があるか 否かは不

明 で あ る。 し か し、 臨床 的 な 事 実 と して、 高 リ ン血 症 が あ る と 人 体 の な か で、

副甲状 腺細 胞だ けが増殖 する。 この細 胞増殖 機構 が解明さ れれ ば、 透 析患者

に必発してく る続発性副甲状腺機能充進症の予防法や治療法の開発 ができる。

当 研 究 室 で は、 リ ン に 反 応 し て、 細 胞 増 殖 が促 進 し、 か つ、 附ａｃｔ Ｐ 刑

の分泌も 充進する ヒ ト副 甲状腺細 胞の 器官培養系を ほぼ ２ 年かけて確 立し、

さ ら に ｔ◎ｔａ１戻ＮＡ の 採 取 法 に 工 夫 を こ ら し て、よ う や く ｃｏηｓ笛ｎｔ に ◎ｌｉｇｏ－ＤＮＡ

術ｉＣｒＯａ ㈱ｙ に て 解 析 で き る よ う に な っ た。

そ して、 原発 性副甲 状腺 機能充進 症と 続発性 副甲状 腺機 能充進 症か ら得

られ た副 甲状腺細 胞 がリ ンに対 してどの よう に対応す るかを、 比 較検討 した

と ころ、 原発性 副甲 状腺 機能充進 症か ら得られ た副甲 状腺細 胞よ りも、 続発

性副 甲状 腺機 能充進 症か ら得 られた副甲 状腺細 胞の方 が、 リ ンに呼応 して細

胞増殖する性 質を強く 保持 していることが判明 した。

いよ いよ知 的所有 権を 獲得で きるよう な面 白い データ がでる の は、 これ

か ら で あ る力ぎ、 ４ 年 目 と な っ て しま っ た。 マ イ ク ロ ア レイ の 解 析 に は 非常 に

高額 の研究 資金 を要する ので、 この研 究を 今後 どのよう に発展さ せ ていくか

迷っ て い た。 しか し、 ２００４ 年 １０ 月 に 米 国 シ ア トル 市 で 開 催 さ れ た 米国 骨

代謝 学会 にて、 ポスタ ーにて 発表 したと ころ、 共 同研 究の申 し込み が複数 の

製 薬 会 社 か ら あ っ た。 そ こ で、 今 後 は、 こ れ ら の う ち の 一 社 と 共 同 研 究 体 制

を 整 え て、 地 道 に検 討 して いき た い自

末筆 になっ たが、 これらのデータ は今年内に、 副甲状腺領域では最も

ｉｍｐａｃｔｆａｃｔ◎ｒ の 高 い Ｊ Ｂ㎝ｅ Ｍｉ鵬ｒＲｅｓ 雑 誌 に 投 稿 中 で あ る。
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追記

① 副甲状腺細胞株の樹立

こ の ４ 年 間 に わ た る 研 究 で 実 感 し た こ と で あ る が、 副 甲 状 腺 細 胞 の ｃｅｉｌ

ｌｉｎｅ を 樹 立 で き れ ば、 こ の 研 究 が 飛 躍 的 に 発 展 す る こ と が 明 白 で あ る。 こ れ

ま で、 ラ ッ トの 副 甲 状 腺 細 胞 を １４０ 代 ま で 継 代 で き た と の 報 告 は あ る が （艇）、

副 甲 状 腺 細 胞 の ｃｅｌ１ｌｉ鵬 は 皆 無 で あ る （総） 。 最 近、 ＭＥＮ１ 患 者 の 副 甲 状 腺

から細胞株を 樹立 したとの報告があっ たが、 血管内皮細 胞系 の細 胞株であり、

Ｐ 冊 は 産 生 して い な い （錫） 自 そ こ で、 当 大 学の 倫 理 委 員 会 に て、 副 甲 状 腺

癌 患 者 か ら 提 供 さ れ た 副 甲 状 腺 組 織 よ り、 副 甲 状 腺 癌 の Ｃｅｌｌｌｉｎｅ の 樹 立 を 申

請 し、 ２００４ 年 １ 月 に 許 可 して 頂 い た （参 考 資 料 ⑤）。

現 在、 丸 １ 年 以 上 培 養 して い る 副 甲 状 腺 細 胞 が 一 つ、 お よ び 培 養 ３ ヶ 月

目 のも のが 一つで ある。 増 殖 が極めて 遅いの が難点 である が、 低カ ルシウ ム

血 症 の培 養 液 で 培 養 す る と、 培 養 上 清 に は 附ａｃｔ ＰＴト１ が 高 濃 度 に 分 泌 さ れ て

いる こと が判明 しており、 世界 で始めて の副甲 状腺癌 の細 胞株の 樹立 ができ

そ う で あ る。

② 高カル シウ ム血症 の成因 に関する研 究

当院 にカ ルシウ ムサ プリメ ン トを 大量 に飲み過 ぎて、 高カ ル シウム 血症

を生 じて しまい、 原発性 副甲 状腺機 能充進症 を疑わ れ て、 入 院 した 症例 を経

験 し た。 こ の 患 者 は 骨 粗 髪 症 を 恐 れ る あ ま り、 カ ル シウ ム と して １ 日 ３－５ｇ も

摂 取 し て お り、 高 カ ル シ ウ ム 血 症 を 惹 起 した も の と 推 測 さ れ る。 経 過 中、 高

カ ル シ ウ ム 血 症 があ り な が ら、 ｉ耐ａｃｔ ＰＴ肖 が 高 値 で あ っ た 時 期 が あ り、 尿 中

カ ルシウ ム排泄 量も 多くな かっ たので、 家族歴 はな いが、 家族性 低カ ルシウ

ム 尿 性 高 カ ル シ ウ ム 血 症 も 疑 わ れ た。 そ こ で、 ｄｅ ｎ◎ｖｏ に 生 じた カ ル シ ウ

ム 感 知 受 容 体 （ＣａＳＲ） の ｇａｉｎ ｏｆ 他 ㏄ｔｉｏわ ｍｕｔａｔｉ◎ｎ を 疑 い、 こ の 研 究 費 の

一 部 を 用 いて、 ＣａＳＲ の 遺 伝 子 解 析 を 行 っ た。

ＣａＳＲ の 遺 伝 子 配 列 に は異 常 な く、 カ ル シウ ム ・ サ プリ メ ン トを 中 止 して

から 高カル シウ ム血症 も消退 したの で、 カ ルシウ ム （牛 骨由来 なの でリ ン酸

カ ル シウム） 過剰 接収 による 高カ ル シウム 血症である と診 断さ れた。 この 症

例 は日本内分泌学会の英文誌に報告済みである （文献④）。
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醒
様 に 於カ・れ ま し て は

手 術 を 問 近 に 控 えて、 い ろ い ろ と 御 心 配 な こ と と 申 し 上 げ ま す。

と こ ろ で、 手 術 が 無 事 に 終 了 して、 副 甲 状 腺腫カｓ取 り 出 さ れ 後、

そ の 組 織 は、 病 院 病 理部 に 運 ば れ て、 病 理 組 織 診 断 に 使 用 さ れ ま す。

病 理 学 的 診 断 に は、
ごく 一 部 の 組 織 で 十 分 で す ので、 残 り の 組 織 は

焼却 廃 棄さ れて お り ま す。

つ き ま して は、 手術 で 取 り 出さ れ た あ と、 組 織の 一 部 を

分 けて い ただ き、 下記 の 目 的 に使 用 さ せて い た だ きた く お 願 い 申 し

あ げ ま す。

堅苦 しい文 面で 恐縮で すカ∫「患者様 への 説明文書」 を御 一読いた

だ き、 納 得 して い た だ け れ ば、
「同 意 書」 に御 署 名 して い た だ け ば、

幸 甚 で す。

研究題目 原 発性およ び続発性 副甲状腺機能充進症患者様 より

得ら れだ副甲状腺腫の増殖機構 に関する基礎的研 究

な お、 こ の 研 究 は、 女 子 医 科 大 学 の 倫 理 委 員 会 の 審 議 を 経 て

平 成 １ ５ 年 １ １月 ２ ６ 日 に 認 可さ れて お りま す （受 付 番 号 ４３９）。

以 上、 宜 しく お 願 い 串 し上 げま す。

平成 年 月 日

東京女子医科大学内分泌セ ンター内科

大学院医学研究科・内科系専攻 病態治療学分野 教授

佐藤幹二

５０



幽
研 究課 題名 原発性 およ び統 発性副甲状腺機能充進症 患者様より得られた

副甲状腺細胞 の増殖機構に関する 基礎的研究

副 甲状腺機能充進症 には、 副甲状腺細胞が増殖 して副甲状腺ホルモ ンが過剰

に秀泌さ れ高カ ルシウム血症 が生 じてくる原発性副甲状腺 機能充進症と、

腎不 全の ため高リン血症 となり、 そのため副甲状腺 細胞 が増殖 して副翠状腺ホル

モ ンが過剰 に分泌さ れてくる続 発性副甲状腺機能充進症 があります。 どちらも

手術療 法が根治的な治療 法で す。

原 発性副 甲状腺機 能充進症 は、 副 甲状腺細胞 に癌増殖 遺伝子 （Ｏ忍Ｃｏ騨） や

癌 抑 制 遺 伝 子（ｔｕｍｏｒｓｕｐｐ欄ｓｏτｇ㎝ｃ）に 異 常 が 生 じ て、 細 胞 増 殖 が 生 Ｃ て い ＜ る こ

と が判 明 し て き て お り ま す。 一 方、 腎 不 全 患 者 に 必 発 して く る 続 発 性 副 甲 状 腺 機

能 充 進 症 は 高 リ ン 血症 によ り誘 発 さ れ て く る こ と が明 ら が に さ れ て お り ま す が、

その成因 は不明 です。 リ ンによっ て誘発される副 甲状腺細胞 の増殖機序が解明さ

れれ ぼ、 透析 患者様を 苦しめて いる 続発性副甲状腺機能 充進症 の予防法や新 しい

治療法 が開 発さ れる 可能性 があり ます。

（ユ） 研 究の 目的

そ こで、 副 甲状 腺 細 胞 の 増 殖 機 序 を解 明 する ため に、 手術 に よ り 摘 出 さ れ た

あなた様の副 甲状腺腫の一部を術 者よ り分けて いただき、 次のよう な基礎研究に

使 用 さ せ て い た だ け れ ば幸 甚 で す。 リ ン によ り副 甲 状 腺 細 胞 内 で 誘 導 さ れる 遺 伝

子群 が明 らがにな れば、 腎透析患 者さ んに必発 してくる続発性 副甲状腺 機能充進

症 に 対 す る 予 防 法 や新 し い治 療 法 の 開 発 につ な がる も の と期 待 さ れ ま す。 な お、

正 常人 の 副 甲 状 腺 は 米 粒 大 （～３０ｍｇ） で あ り、 こ れ ま で こ の よ う な 目 的 の 研 究

は 皆 無 で あ り ま し た。

（２） 鉦窒友法

手術 が滞りなく 終了 したあ と、 術者より摘出さ れた副甲 状腺の一部 を手術

室 で 分 け て い た だ き ま す。 そ の 副 甲 状 腺 腫 切 片 は、 直 ち に 当 内 分 泌 セ ンタ ー 内

科 の 研 究室 に 運 ばれ た 後、 当 日 内 に 特 殊 な 培 養 液 で 培 養 を 開 始 しま す。 そ して、

高リ ン濃度の培 養液 で培 養する ことにより、 どのよう な遺伝 子が活性化さ れる

が を、 最 新 式 の ｃｌ）ＮＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ 法 を 用 い て 解 析 い た し ま す。 な お、 分 け て い

ただく試料は病理学的検討に使用 した残りのもの （数十ミリ グラム） ですので、
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病理診断などには全く 影響 がありませ ん。

（３）研劃 鐘 曲
こ の 研 究 へ の 協 力 の 同 意 は あ な た の 自 由 意 志 で 決 め て く だ さ い。 強制 い た し

ま せ ん。 ま た、 同 意 しな く て も、 あ な た の 不 利 益 に な る よ う な こ と は あ り ま

せ ん。 ま た、 一 旦、 同 意 さ れ た 場 合 で も、 不利 益 を 受 ける こ と な く、 い つ で も

同 意 を取 り消 す こ と が で き ま す。

（４）試 艶 胚利益
本 研 究 の 結 果 が、 直 ち に、 あ な た に 有 益 な 情 報 を も た ら す 可 能 性 は 現 在 の と

こ ろ 乏 しい と 考 え ら れ ま す。 し か し、 この 研 究 の 成 果 は副 甲 状 腺 細 胞 の 増 殖 機

構 の 解 明 に 必 ず 寄 与 しま す。 そ の 結 果、 将 来、 あ な た と同 じよ う な 病 気 に 苦 し

む 方々 の 診 断 や 予 防、 治療 な ど がよ り効 果 的 に 行わ れ る よう に な り ま す。

（５）個ム 麹 塞護およぴ駈 麹 公表
あ な た の 協 力 によ っ て 得 られ た 研 究 の 成 果 は、 提 供 者本 人 や その 家 族 の 氏

名 な ど が 明 ら か に な ら な い よ う に した 上 で、 学 会 発 表 や学 術 雑 誌 お よ び デ ー タ

ベ ース 上 等 で 公 に 発 表さ れる こ と が あ り ま す。

（６）囲笠 幽 壼屋
こ の研 究 成 果 し だ い で は、 特 許権 な どが 生 じる 可 能 性 が あ り ま す が、 そ の 権

利 は国、 研 究 機 関、 民 問 企 業 を 含 む 共 同 研 究 機 関 お よ び 研 究 遂 行 者 な どに 属 し、

あ な た に は 属 し ませ ん。 ま た、 そ の 特 許 権 な どを も と と し て 経 済 的 利 益 が 生 じ

る 可能 性 も あ り ま す が、 あ な た は こ れ にっ い ても 権 利 が ある と は 言 え ま せ ん。

（７）費盟負担に盟玄る童重

ここで行われる 遺伝 子解析研 究に必要な費用 は、 公的な研 究助成金 から出 ぎ

れ、 あ な た が負 担 する こ と はあ り ませ ん

以 上 の よ う な 次第 で す の で、 是 非 とも、 この 研 究 に御 協 力 を お 願 い 申 し 上 げ

ま す。

説明日 平成 年 月 日

説明場所 東京女子 医科 大学内分泌セ ンター （外来一入院病棟）

説明者 東京女子 医科 大学内分泌セ ンター内科

佐藤幹二
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同意書

束 京女子医科大学内分泌セ ンタ ー

小原孝男 （外科教授） 内分泌セ ンタ ー所長

高野加寿恵 （内科教授） 内分泌セ ンタ ー副 所長

私 は、 研 究課題 「原発性およ び続発性副 甲状 腺機能充進症 患者 様より得

られた副 甲状腺細胞 の増殖機 構に関する基礎 的研 究Ｊ にっ いて、 研 究分担者

よ り説 明 文 書 を 用 い て 説 明 を 受 け、 そ の 目 的、 方 法、 分 析 結 果 の お 知 らせ の

方 法 等 に つ い て 十分 理 解 しま し た。 つ い て は、 次 の 条 件 で 研 究協 力 に 同 意 し

ま す。

説明を受け理解 した項冒 （口の中に ご自分で 団 してく ださい）

口 研 究目的

口 研 究方法

口 研究協力の任 意性 と撤回の自由

□ 試料提供者にも たらされる利益およ び不利 益

口 個人情報の保護

口 研究成果の公表

口 研究がら生 じる知的財産権の帰属

□ 費用 負担に関する事項

この 研 究の 臨床 的 意 義 につ いて 理 解 い た しま した の で、 摘出 さ れ た

私の 副 甲 状 腺 組 織 の 一 部 を この 研 究に 使 用 する こ と に 同 意 し ま す。

説明を受 けた期日 平成 年 月 日

説明者 束京女子医科大学内分 泌セ ンター内科

佐藤幹二

平成 年 月 日

住所

氏名
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幽
研 究課 題 名 “甲 状 腺 癌 お よ び副 甲 状 腺癌 の 細 胞 株 の 樹 立”

甲状 腺癌や 副甲状腺癌は、 大部分は予後の良いものですが、 時には肺や骨 に

転 移 し てく る こ と も あ り ま す。 ま た リ ンパ 節 に 転 移 して く る こ と も あ り ま す。 現

在、 こ れ ら の 治 療 は、 外 科 的 治 療 が 主 体 で す が、 根 治 的 治 療 を 目 指 す に は、 甲 状

腺癌や副 甲状腺癌の性質を良く 検討 していく 必要があります。

癌細 胞は永遠に増殖する機序を獲得 しておりますので、 試験管の中 でも永久

に増 殖 しつ づ け る こ と が で き ま す。 この よ う な 性 質 を もっ た細 胞 を細 胞 株 （Ｃｅｎ

ｌｉｎｅ） と 称 し ま すむ

そこで、 手術力亨無事終 了 した後 に、 あ なた様 より摘出さ れた甲 状 脚 副甲 状

腺癌 の組織の一部を術者より分 けて いた だき、 当科の研 究室 にて細 胞株 を樹立し

て、 あ な た 様 の 病 気 の 性 質 を 検 討 さ せ て いた だき た く 存 じま す。

手 術 を 間 近 に 控 え て、 い ろ いろ と ご心 配 な 毎 日 と推 察 申 し 上 げ ます が、

以 下 の 説 明 文 を お 読 み い た だ き、 こ の 研 究 に御 協 カ いた だ け れ ば 幸 い です。

（１） 研究の目的

手術が無事に終了 した後、 あなた様の甲状腺癌／副甲状腺癌 の組織 を一部分

け て い た だ き、 甲 状 腺 癌 ／ 副 甲 状 腺 癌細 胞 株 の 樹 立 を お こ な い ま す。、 そ し て、

樹立された癌細胞の性質を分子生物学的 に検討 し、 病態 の解明や 将来の治療に偉

に た つ よ う な 基 礎 的 検 討 を 行 う こ とを 目 的 と し てお り ます。

（２）班里左法と資蟄¢弛 蝿 の亜蝿

手術 が滞 りなく終了 したあと、 摘出された甲 状腺／副甲状 腺の一 部を術者

より手術 室で分 けて いただきます。 その切片 は、 直ち に当内 分泌セ ンタ ー内科

の 研 究 室 に 運 ば れ た 後、 当 日 内 に 培 養 液 で 培 養 を 開 始 しま す。 な お、 分 け て

いた だく 試料 は病理学 的検討 に使用 した残りの もの （数十 ｍｇ） ですの で、 病

理診断な どには全く影響 がありま せん。 研 究に使用 した後 の組織 （資料） は廃

棄 処 分 に し、 他 の 研 究目 的 に使 用 さ れ る こ と はあ り ま せ ん。

（３）班監協カ 幽 曲
この研 究への協力の同 意はあな たの自由意 志で決めてく ださい。 強制 いた し

ま せ ん。 ま た、 同 意 しな く て も、 あ な た の 不 利 益 に な る よ う な こ と は あ り ま
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せ ん。 ま た、 一 旦、 同 意 さ れ た 場 合 で も、 不利 益 を 受 ける こ と な く、 い つ で も

同 意 を 取 り 消 す こ と が でき ま す日

（４）試挫屋僅劃 鑓 虹益
本研究 の結果が、 直ち に、 あな たに有益な 情報をもた らす 可能性 は現在のと

こ ろ 乏 し い と 考 え ら れま す。 しか し、 こ の 研 究 の 成 果 は甲 状 腺 癌 ／ 副 甲 状 腺 癌

の 病 態 の 解明 に 寄 与 しま す色 そ の 結 果、 将 来、 あ な た と 同 じよ う な 病 気 に 苦 し

む方々 の診断や予防、 治療などがより効果的 に行われること が期待され ます。

（５） 個人情報 勿塁護および班毘或塞ぬ公表

あ なたの協カ によって得 られた研究 の成果は、 提 供者本人の 氏名 な どが明

らか にならな いように したうえ で、 学会発 表や学術雑 誌およ びデータ ペース 上

等 で 公 に発 表 さ れ る こ と があ り ま す。

（６）班盟 幽 最１屋
この研 究成果 しだいでは、 特許権 などが生 じる 可能性 があります が、 その権

利 は国、 研究機関、 民間 企業を含む共同 研究機関および研究遂行者などに属 し、

あ なた には属 しませ ん。 また、 そ の特 許権な どをもとと して経済的利益 が生 じ

る 可 能性 も あ り ま す が、 あ な た は こ れ に つ い て も 権 利 が あ る と は言 え ま せ ん。

（７）費里負担 艶 皇項
こ こで行われる 遺伝子 解析 研究に必要な 費用 は、 公的 な研究助 成金から出さ

れ、 あなた が負担する ことはあ りません

以上のような次第ですので、 是非とも、 この研 究に御協力 をお願 い申 し上げ

ま す。

説明日 平成 年 月 目

説明 場所 東京女子医科大学内分泌センター一 （外来・入院病棟）

説明者 東京女子医科大 学内分泌セ ンタ ー内科

大学院医学研究科

病態治療学分野 教授 佐藤幹二
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同意書

東京女子 医科大 学内分泌センタ ー

小原孝男 （外 科教 授） 内分泌センタ ー所長

高野加寿恵 （内科教 授） 内 分泌セ ンタ ー副所長

私は、 研究課題 岬 状腺癌および副甲状腺癌の細胞株の樹立」 について、

研 究 分 担 者 よ り 説 明 文 書 を 用 いて 説 明 を 受 け、 そ の 目 的、 方 法、 分 析 結 果 の

お知らせ の方法等 につ いて十 分理 解 しま した。 ついて は、 次の条件 で研究協

力 に 同 意 しま す。

説明を受け理解 した項目 （口の中に ご自分で 団 してく ださ い）

口 研究目的

口 研究方法

□ 試料の他の研究への利用 （な じ）

口 研究協力 の任意性と撤回の自由

口 試料提供者にもたらされる利益およ び不利益

口 個人 情報の保護

口 研 究成果の公表

口 研 究か ら生じる知 的財産権の帰属

口 費用負担 に関する 事項

この研究の臨床的意義につ いて理解 いた しま したので、 摘 出され た

私の腫 瘍組織の一部をこの研究に使用 すること に同意 します。

平成 年 月 日

住所

氏名
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（女子医倫理委様式１）

倫理委員会審査申請書

高倉公朋学長殿

※ 受付番号

平 成 １６ 年 １月 ５ 日 提 出

申請者名 高野加寿恵

所属名 内分泌センタ ー内科

職名 内科２主任教授

１ 課題名 甲状腺癌および副甲状腺癌の細胞株の樹立

２． 実 施 （研 究） 責 任 者 名

佐藤幹二

所属

内分泌セ ンター内科

大学院内科系専攻病態治療学分野

職名

教授

３． 実施 （研究） 分担者名

小原孝男

佐藤幹二

加藤佳幸

柳澤徹雄

中島貴志子

所属

内分泌セ ンター外科

内分泌セ ンター内科

同上

同上

同上

職名

教授

教授

医療練士

医療練士

研究技師

４． 実施 （研 究） 事項等 の概要

甲 状 腺癌 また は副 甲 状腺 癌 のた め手 術 を受 ける 患者 よ り、 あ らか じめ

ｉｎｆｏ㎜ｅｄｃｏｎｓ㎝ｔ を 得 て お く。 手 術 が無 事 終 了 した 後 に、 腫 瘍 組 織 の 一 部 （５０

～２００狐ｇ） を 術 者 よ り 無 菌 的 に 分 け て い た だく。 一 部 は、 直 ち に ヌ ー ドマ ウ

ス に移 植 す る。 ま た、 一 部 は、 １Ｏ％ ウ シ 胎 児 血 清 入 り の 培 養 液 にて 培 養 を 行

い、 腫 瘍 細 胞 を 培 養 して いく。 継 代 で き る よ う に な っ た 時 点 で、 １㎞ｉｔｉｎｇ

ｄ舳ｔｉ㎝ 法 によ り Ｃ１㎝ｉ㎎ を 行 い、 腫 瘍 細 胞 株 を 樹 立 す る。

５． 実施 （研究） 事項等の対象およ び実施場所

対象：当院で甲状腺癌または副甲状腺癌の摘出術を受 けた患者

実施場所：内分泌セ ンター内科研究室およ び実験動物中央施 設。

萎 鰯 畿 鰹 革 コンセントの説脂
・ 同 意 書 お よ び審 劃 こ必 要 と 患 わ れ る 参 考 文
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６． 本 課 題 実 施 の 医学 的 ・ 医 療的 意 義

当 内 分 泌 セ ンタ ー で は、 １ 年 間 で甲 状 腺 癌 の 手術 が ５０ 例 以 上 あ る。
大 部 分 は、 予 後 の 良 い 乳 頭 癌 で あ る が

、 時 に は、 肺 や 骨 に 転移 し てく る こ と も あ

る。 特 に骨 転 移 の あ る 例 は 難 治 性 で あ り、
「３１１ 治 療 も 奏 功 し な い こ と が 多 い。 そ

こでこのような患者の甲状 腺癌 の細 胞株を樹立 し、 骨転移やリ ンパ行性 転移を起

こしや すい機序を分子生物学的観点か ら検討 して いきた い。

ま た、 当 内 分 泌 セ ンタ ー で は、 １ 年 間 で 副 甲 状 腺 癌 の 手 術 が１－２ 例 あ る。

副甲状 腺癌をヌ ー ドマウスに移植すると、 高カル シウム血症のため直ち に死亡 し

て しまう せいか （未発表データ）、 これまで副甲状腺ホルモ ン （ＰＴＨ） 産生性の

副甲状 腺癌細 胞株は樹立されていない。 そこで、 副甲状腺癌細胞を特殊な培養 液

（カ ル シウ ム 濃 度 を 低く して、 リ ン濃 度 を 高く した 培 養 液） を 用 いて 培 養 し、
細 胞 株 を 樹 立 し た い。

ＰＴＨ 産生性の ヒ ト副甲状腺細胞の細 胞株が樹立できれば、 ＰＴＨ の 分泌機構

の研 究や細 胞増殖機構の研究を容易 に行う ことができる ようになり、 新 しい治療

法の開発 にも 繋がる と期待さ れる。
副甲状腺癌 は高カ ルシウ ム血症を惹起 し、 患者の ＱＯＬ を著 しく 損傷する、

腫瘍を摘 出しても、 再発が しばしば生ずる予後不 良の悪 性腫瘍である。 副甲状腺

癌 の細 胞 株 が 樹立 で き れ ば、 将 来的 に は 免疫 を 強 化す る よう な 遺 伝 子 （ＧＭ－

ＣＳＦ） を細 胞に導入 し、 本症患 者に癌免疫療法を行うこともできると期待される。
な お、 当 研 究 室 で は、 腫 瘍細 胞 の 樹 立 や、 ヌ ー ドマ ウ ス の 移 植 な ど は、 十 分

な 経 験 を 積 ん で お り、 こ れ ま で 十 分 な 実 績 もあ る。
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７、 倫 理 的 配 慮 に つ い て

①実施 （研究） 等により個人が受ける不利益並 びに危 険

実験はすべて、 摘出された腫瘍組織の一部を用いて行われるので、
個人 が受ける不利 益や危険性は皆無であるといえる。

②実施 （研究） 等の対象となる者に理解を求め同意を得る方法

摘出さ れた腫瘍組織は速やかに病理学的検討に提供されるが、 ごく一部

を本研 究に使用 させていただく よう に、 術前に、 研究分担者が文書を用 いて

説 明 し、 文 書 に て同 意 を 求 め る。

③その他 （対象 となる個人 の人 権擁護など）：甲状腺癌も副甲状腺癌も遺伝性の

疾患で はなく、 癌 遺伝 子の活性 化や癌抑制 遺伝子の不活性化により生ずる

普遍的な病態である。 実験結 果はす べて匿名 化して公表されるので、 個人の

人権養護な どの間題 は生 じな いと思われる。

８， そ の 他

※ 検査の結果 １） 承認 ２） 条件付承認 ３） 変更の勧告 ４） 不承認 ５） 対象外
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