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　　　Effects　of　active　vitanユin　D30n　the　Ievels　of　cytosolic　NADPH－dependent　3、5，3’・triiodo－L・thyronine

（T3）・binding　protein（NADPH－dependent　CTBP）and　oll　the　cellular　Tヨuptake　were　investigated　in　cultured

dRLh　84　cells．1，25－（OH）2－dihydroxycholecalciferQ工（1，25…（OH）2－vitamin　D3）increased　the　level　of　NADPH・

dependent　CTBP　without　changes　in　the　affinity　for　T3　in　dRLh　84　cellsL　Treatmellt　of　the　cells　with　1，25－

（OH）2－vitamin　D3　redしlced　whole　cell　uptake　of　T3　in　the　early　phase（O－3　minUtes）of　incubation，　whereas　the

T3　uptake　increased　in　the　later　phase（61皿inutes　incubation　or　later）．

　　　The　uptake　of　T3　intQ　the　nuclei　was　increased　by　pretreatment　of　the　cells　with　1，25－（OH）2－vitalnin　D3．

The　pretreatment　decreased　the　rate　of　T3　release　frQm　cells．　However，　the　rate　of　release　from　nuclei　to　the

extranuclear　space　was　not　influenced　by　such　pretreatmellt．　The　active　vitarnin　D3－induced　increase　in　the

NADPH・dependent　CTBP　was　observed　not　only　in　dRLh　84　cells　but　also　in　rat　kiClney　and　liver，魚hich　are

target　tissues　of　thyroid　hormone．　These　results　suggest　that　active　vitamin　D3　plays　an　important　role　in　the

regulation　of　intracellular　thyroid　hormone　translocation　in　target　tissues　by　controlling　the　leve1　of　NADPH・

dependent　CTBI）．　Shinshzt　Med／41’325・－338，ヱ993

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　for　publication　March　29，1993）
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NADPH依存’脇細胞質丁3結合蛋白，活性型ビタミンD，，細胞への甲状腺ホルモン取り込み，細胞内甲

状腺ホルモソ移送

　　　　　　　　　　　　　1はじめに　　　　脚胞外へ放出された後・標的組織に到達する互惚
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　的組織ではT、が細胞核にある受容体（核受容体）に

　甲状腺ホルモソにはLthyroxine（T、）と3，5，3’一　　結合し，甲状腺ホルモソ応答性遺伝子のホルモン応答

triiodo・Lthyronine（T，）がある。前者は末梢組織の細　　部位（thyroid　hormone　response　element（s））にホ

胞内で5’・monodeiodinaseにより後者に変換され，一　　ルモソー受容体複合体（hormone－receptor’com・
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，1，x）として結合する・と…より，その遺伝子の獺　した・す勧ちチ・・一・レカミ金体の1°％㍑るように・

欄節している・・。現舷でに，・の応答性遺伝子は　得られた細胞質分画ヘカ眩・3°分間゜℃でイソ払

多撚認されており，・・で購とんどの細胞嗣ら　ベー・し・その4・・・・…備頒をT・飴実験に

かの応答性遺伝子力・磁すると獺1されている・，．一　用いた・・のチ・・一ル処理により加k　tc　T・

方，。の鞭容体へのホルモソの移送機構V・ついての　（Si・ma　Ch・mical　C・・，　S・・L・ui・・M°，　U・　S・　A・）

詳細醐らか1。されていな・・IM・。　K・・hi・um・ら・1は，　（1・－5M）の99・5％は除去された’°’・また・T・結合能

ラット腎細胞質にNADPH依存性T，結合蛋白を発見　　はこのチャコール処理により処理前の12～13％にまで

し，これが細胞内T、移送の調節に重要であることを　　低下した6｝。コソトロールラットの腎細胞質では，チ

糖した。この融はその活性化の違・…より細獺　・・一・レ慰・よりf肝したT・結舗性は5°・M

に馳込まれたT，繊外の細胞質に貝字蔵する効果を　NADPH（Sigma）を力rlえることにより基礎値の

有したり，核へのホ・レモソ移送をnCtuElgtz・ft進させる　6・5～72榔・上昇したfi｝・

役割鹸じt。oすると考えられている…．しかし，・　Bラ・ト肝・腎細胞質への「「・およびビタミンD・の

れらの現象は，今まで単離核を用いた実験系で観察さ　　　結合測定

れているのみで，細胞バルでの確謙よなされていな　ラ・ト肝潤より得られたチ・・一ル処蜘顛へ

かった。また，NADPH依存性細胞質T3結合蛋白は，　　のT，結合実験は既述した方法11｝で行った。すなわち，

。it。mi。　D、，　T、，，、、，。9，。などでl　gされる・とカ・DNA約L…9・t・相当する細獺に5・，OOO・pmの［125

実験的に証明されて・・るsl．これらのホルモ浸容体　1］T・（104－126MBq／μ9）（N・w　E・gland　Nuclea「，

は，，b　A、up，，f。milyと呼をまれる齢めて相離の高　B・・t・n，　MA，　U．　S・A・）ig」Jilk，50・M“NADPH存在

い構造を有しており，機能的にもある程度連関してい　　下または非存在下で，30分間0℃でイソキ＝べ一トし，

ることが示されている2）。　　　　　　　　　　　　　　その後，氷冷チャコールを加え（最終濃度は0．5％），

そこで，本研究では，NADPH依存性細顧T、結　2秒間撹はん後・10，000・93分間遠心分離し・上清

合蛋白と細胞内T3移送との関係に及ぼすvitalnin　D，　　の放射活性を蛋白結合T，と判断した。10“’7M非標識

の影響を培養細胞を用いて検討した。　　　　　　　　　T、存在下での［1251］T3のチャコールへの結合は細胞質

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を含まない時，約99．5％であり，また0℃の条件で
　　　　　　　II実験方法と材料　　　　　　　　　　チャコ＿ルからの［・251］T、の解離は10分間にL　2％であ

A　実験動物の調製と細胞質の分画　　　　　　　　　　　った1°｝。チャコールを添加後，遠心分離終了までの時

　ウィスター系雄ラット（Shizuoka　Experimental　　間はほぼ10分間であったが，上記の諸因子は最終結合

Animals　lnc．，　Shizuoka，　Japan）（約50g）を，まず2　　量の算定には誤差範囲と見なし，これを無視した。特

群に分け，1群（A：7匹）は普通の飼育食，他の1　　異的［1251］T3の結合は10－7Mの非標識丁3存在下での

群（18匹）はピタミソD欠乏食で飼育した。ビタミ　　放射活性の結合を非標識丁3非存在下での放射活性の

ソD欠乏食はSudaら9｝の方法で調製されたもの（日　　結合から差し引いて計算した。　T3結合の性状1＊　Scat・

畜製薬，東京）を用いた。上記飼育開始3週間後，後　　chard分析により行った12｝。すなわち48pMの放射性

者はさらに3群（B：6匹，C：6匹，　D：6匹）に　　T3の細胞質への結合を種々の濃度の非標識T，（O．2－一

分け，B，　Cには0時間後，　Dには0，24時聞後にそれ　　5．8nM）存在下で測定し，特異的結合を算出して分析

それ1α一〇H－dihydroxychelecalciferol（1α一〇H一　　した。

vitamill　D3）（中外製薬，東京）0．2μg／kgを腹腔内に　　　チャ1一ル処理細胞質への1，25－（OH），一・dihydroxy・

投与した。コソトロール群（A）には普通食飼育3週　　cholecalciferol（1，25－（OH）2－vitamin　D・）の結合は

間後に生理食塩水を投与した。最初の腹腔内投与から，　　チャコールを用い，結合，非結合1，25－（OH）2－vita・

0（A，B），12（C）または48時間後（D）（最終投与　　min　D3とを分離した。リガソドとして［3H］1，25一

から24時間後）に肝，腎を摘出し，それぞれの細胞質　　（OH）z－dihydroxycholecalciferol（［3H］1，25－（OH）2一

を分画した。さらに，内因性の甲状腺ホルモン，　　vitamill　D，）（New　England　Nuclear）（6475MBq／

NADPH，　NADPを除去するためチャコール（Sar・　μmo1）を用い，特異的結合は10『7Mの非標識1，25－

gent　W，1、h　S。ie・tifi・C・．，　Sk・ki・，　IL，・U．・S．・A．）処理　（OH）・－vitami・D・（中外製薬）存在下での放射活性

を既述の方法6）で行い，これを最終調整細胞質分画と　　の結合を差し引くことによって算出した。結合のため
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のインキュベーションは室温（約20℃）で0，45mMモ　　では，メディウムは隔田でfreshなものに交換した。

リブデソ酸ナトリウム存在下，pH7．5で1時間行った。　1，25－（OH）2－vitamin　D3は99．9％のエタノールに溶解

　それぞれの組織の核分画は既述の方法6｝で調製し，　　し，培養液中のエタノールの最終濃度は0、04％になる

また核分画へのT，の結合は既述の方法醐で測定した。　ように調製した。このためコソトP一ル培養も0．04％

C　培養細胞の調製と細胞質TsおよびビタミンD3結　　＝タノールとなるよう調製した。　T3結合測定では，培

　合活性の測定　　　　　　　　　　　　　　　　　　養後0．02％EDTA，0．25％トリプシン（Sigma）を

　dRLh　84（dRLh）細胞（Japan　Cancer　Research　　加えたPhosphate　bufFered－saline（PBS）で細胞を遊

Resource　Ballk，　Tokyo），　Clone　9細胞，　HepG2，　　離し，その後，　PBS単独で細胞を3回洗浄後O．32M

GH3細胞（American　Type　Culture　Collection，　　sucrose，0．5mM　EGTAを含む10mM　Tris－HCI

Rockville，　MD，　U．　S．　A．）を実験に用いた。それぞれ　　（pH7．4）に浮遊し，ホモジナイズ後，その60，000×g

の細胞はpenicillin（50U／nil），　streptomycin（50μg／　　上清を調製，さらにこれをチャコール処理してその上

ml）を含むHam’s　F－12K　（FIQw　Laboratories，　　清に含まれるT，結合活性を前項の方法で測定した。

McLean，　VA，　U．　S．　A．）を基礎メディウムとし，10％　　測定の方法は前項で示したとおりである。1，25一

胎児牛血清（FCS）（Brooklyn，　Australia）存在下，　　（OH）2－vitamin　D、結合活性は，得られた細胞質分画

5％CO2　in　air（湿度100％）で培養した。培養時間は　　への結合を前述した方法で測定した。細胞核は遊離細

それぞれの実験結果の項に示すが，実験条件が整うま　　胞を0．5％Triton　X－100で処理して調製し正4〕，これへ

30．

91°　、，｝．，、，　〔、｝　　‘，）’
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宇
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　　　　　　　　　　　　　　　　TIME　IN　HOURS

Fig．1　Effect　of　la－OH・vitainin　D30n　the　NADPH－depenClent　cytosolic　T3

　　　bindin暮activity　fn　rat　deprived　from　vitamin　D，

　　　Rats　were　treated　with　vitamin　D　deficient　diet　and　cytosol　fractions

　were　obtained　as　Inentioned　in　Materials　and　Methods，0，12　and　48　hrs

　indicate　the　time　after　the　first　injection　of　1α一〇H・vitarnin　D3，　Control

　cytosol　was　obtained　from　rats　given　regular　diet．羅indicates　the［1251］

　T3　binding　in　the　absence　of　NADPH，　Each　value　indicates　the　mean±SD，

　The　nulnber　in　each　column　indicates　the　number　of　animals．
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Fig，2　Scatchard　analyses　of［1251］T，　bind｛ng　to　the　cytosol　fraction　prepared

　　　from　control，　vitamin　D・deprived（V。　D．－deprived）and　1α一〇H－vitamirl

　　　D3．administered　V，　D．－deprived（V．　D．－deprived十1α一（OH）D3）rats・

　　NADPH・dependent　cytosolic　T，　bindings　in　Iiver（1eft　panel）and　in　kidney

　　（right　pane1）before　and　12　hrs　after　administration　of　1α《OH）－vitamin　D3（0，

　　2μ9／k9）t・vit・mi・D－d・p・i・・d・at・a・e・h・w・・Result・。f　tw・（・・three）

　　different　experiments　are　shown　in　each　figure．

のT、の結合活性の測定，Scatchard分析は既述した　　E　細胞からのT，の放出

方法で行った13）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　1，25－（OH）、－vitamin　D3存在下あるいは非存在下で

D細胞へのT3取り込み実験　　　　　　　　　　細胞を培養後，10－9Mの非標識T3と，40p，OOOcpm

細胞へのT，，の取り込みは1，25，　一（OH）2－vitamin　D3　　の放射性T3を含む（ただしFCSを含まない）Ham’s

で細胞を処理後，FCSを除いたHam’s　F42Kにメデ　　F－12Kで90分間37℃でイソキュベートし，その後放

イウムを変え［tzsl］T，（400，000cpm）を加え，37℃　　射性T3の細胞への再取り込みと，濃度勾配による細

でインキュベートし，その間に細胞に取り込まれる放　　胞内T，の放出を防ぐため，10｝5Mの非標識　T，を含む

射活性を測定することにより観察した。イソキュベー　　Ham’s　F－12Kにメディウムを変えて，さらにイソキ

ション後，氷冷したPBSで細胞を洗浄し，　O．5％　　ユベートした。イソキュベート開始後，経時的に細胞

Tritoii　X－100を含むSMT（0，25M　sucrose，1mM　　内の残留放射活性を測定し，細胞からのT，の消失

MgC12，2emM　Tris－HCI，　pH7．4）2，000μ1に浮遊さ　　　（放出）速度を算定した。

せ，そのうち800μ1を全細胞（whole　cell）へのT3の　　F　その他の方法

取り込み測定用に分取，また別の800μ1を3，000rpm，　　蛋白濃度はLowryら15）の方法を用い，牛アルブミ

10分間遠心分離し，核分画を調製した。さらにこの分　　ン（fraction　V：Sigma）を標準品として測定し，

画を2度SMTで洗浄した後，これに含まれる放射活　　DNAはBurton16）の方法を用い・牛胸腺DNA

性を測定して核に取り込まれた　T，の螢としte　14）。残　　（Sigma）を標準品として測定した。メディウム中の

りの400μ1はDNAの測定に用いた。イソキュベーシ　　T，濃度はラジオイムノアッセイを用い17），また1，25一

ヨソメディウムに10－sMの非標識T，を加え，この条　　（OH）2－vitamin　D、濃度はcompetitive　protein　bind・

件での放射活性の細胞への摂取量を非特異的ts　T，取　　ing　assayを用い18｝，それぞれ既述の方法で測定した。

り込みとした。　　　　　　　　　　　　　　　　　　群間の統計処理にはStudent’s　t　testを行いP値が
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Table　1　1，25－（OH）2－vitamin　D3　binding　activity　in　rat　kidney　and　liver

［3H］－1，25－（OH）2－vitamin　Da　binding（cpm／100μg　protein）

Tissues　　　No．
Total　binding　　　　Non－specific　bincling　　　　Specific　binding

Liver　　　　　　　　5　　　　　　　　2244　±　216　　　　　　　　　　688　±　128　　　　　　　　　　　1556　±　344

Kidney　　　　　5　　　　　　7648±366　　　　　　　546±224　　　　　　　7102：ヒ324

Charcoal－treated　cytosol　was　incubated　with　25，000　cpm［3H］1，25－（OH）2－vitamin　D3　in　the

absence（total　binding）or　presellce（non・specif｛c）of　lO肝7M　unlabeled　1，25－（OH）2－vitamin　Du　for

lhr　at　room　temperature．　Each　datum　indicates　the　mean±SD　of　five　determinations，

Table　2　NADPH－dependent　cytosolic　T3　binding　activity　ill　cultured　cells

　　　　　　　　　Pretreatment　with　10－sM　　　　　　　Bound／Tota1％of［1251］T3　bincling
Cells　　　　No．
　　　　　　　　　　1，25－（OH）2－vitamin　D，　　　　NADPH（0μM）　　　　　NADPH（50μM）

CIQne　9　　　　　　　5　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　　　　　　0．40　±　0．08　　　　　　　　　　　　　　　0．36　±　0，10

　　　　　　　5十　〇．36±0．120．38：ヒ0．10
HepG2　　　　　5　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　4．41±0．62　　　　　　　　　　4．72±0，53

　　　　　　　5　　　　　　　　　　　　　　十　　　　　　　　　　　　　　　　　4．22　±　0．48　　　　　　　　　　　　　　　4．43　±　0．61

GH3　　　　　　　5　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　0．31　±0．06　　　　　　　　　　　028±0，06

　　　　　　　5十　〇．25：ヒ0．070．28ゴ：0．07dRLh@84
F　　；　　1：1謝：に：二11誰1：ll》

Charcoa1・treatecl　cytosol　which　was　prepareCl　from　cultured　cells　was　incubated　with　50，000　cpm［t25工］T，　for

30min　Each　datum　indicates　the　mean±SD　of　five　determinations　of　specific［1251］T3　binding．

＊NADPH（0μM）vs．　NADPH（50μM）：P＜O．05

＊＊Vitamin　D3（一），　NADPH（50μM）vs．　Vitamin　D3（十），　NADPH（50μM）：Pく0．05

0。05以下を有意差があると判定した。　　　　　　　　　観察された。1α一〇H－vitamin　D3投与により高親和性

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結合成分では最大結合容燈（MBC）の増大が認めら
　　　　　　　　III結　果　　　　れたカ㍉儲親雛（K。）、．腰イヒ耀められな、、

A　ビタミンD3による，ラット腎および肝細胞質丁3　　った。

　結合蛋白の誘導　　　　　　　　　　　　　　　　　　B　ラット腎，肝のビタミンD、結合活性

　ラットをビタミソD欠乏食で3週間飼育すると腎，　　　1α一〇H－vitamin　D3によるNADPH依存性細胞質

肝ともにNADPH依存性細胞es　T，結合活性は低下し　　T3結合活性の上昇は，ビタミンD3受容体を介して生

た。しかし，NADPH非依存性のT，結舎活性には変　　じている可能性がある。実際にこの受容体がラット腎，

化が認められなかった。このビタミソD欠乏食飼育　　肝に存在するかどうかを検討した。Table　1に示すよ

ラットに1α一〇H－vitamin　D，を投与するとNADPH　　うに，1，25－（OH）2－vitamill　D，の特異的結合活性が両

依存性のT3結合活性は12時間後で有意に増加し，48　　組織に認められた。

時間後には約2倍に上昇した。この変化は腎，肝，両　　　C　培養細胞でのNADPH依存性丁，結合活性

組織で確認された。一方，NADPH非依存性のT3結　　　ラット腎および肝で見られたビタミソD3の効果を

合活性には1α一〇H－vitamin　D，e2なんら影響を示さな　　細胞レベルで明らかにするために，各種培養細胞を用

かった（Fig．1）。1α一〇H－vitamin　D3によるNADPH　　いて，ビタミソD3感受性NADPH依存性T3結合活

依存性のT，結合の性状の変化をScatchard分析で観　　性の誘導の有無を検討した。その結果，　Clone　9，

察した。Fig．2に示すように1α一〇H－vitamin　Ds投与　　GH3，　HepG2細胞にはNADPH依存性細胞質T3結

前，および後の両者で異なった2種類のT3親和性が　　合活性は認められなかった（Table　2）。一方，　dRLh
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F｛g．3　Effect　of　FCS　on　the　NADPH・dependent　　Fig。5　Effect　of　1，25－（OH）ゴvitamin　D，　on　the

　　　cytosolic　T3　binding　activity　in　dRLh　84　cells，　　　　　NADPH－dependent　cytosQlic　T3　binding．

　dRLh　84　cells　were　incubated　with　10『8M　1，25　　　dRLh　84　cells　were　lncubated　with　various　collcen－

　一（OH）2－vitalnin　D、　in　the　presence　of　various　con・　　　　trations　of　1，25－（OH）2－vitamin　D3　for　12　hrs，　and

　centratiions　ofFCS　for　12　hrs，　After　incubation［125　　　　Ta．　binding　activity　in　each　grQup　was　estimated　by

　I］T，binding　activity　in　charcQal・treated　cytosd　　　　Scatchard　analysis．　Results　obtained　from　two　or

　was　determined，　Each　datum　indicates　the　mean±　　　　three　different．experiments　are　shQwn．

　SD，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　細胞にはこの活性の誘導が認められ，さらに1，25－
　　　（5
　　　も　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（OH）2－vitamin　D3によるNADPH依存性細胞質T3

　　　暑・　　　　　　結合灘の増大・認め・れた・1・25－（・H）・v…m・・

　　　9　　　　　　　　　　D・によるdRLh細胞での結合活1生誘9の実験には10％
　　　駿3　　　　　　　　　　　　　　　　　　FCSが添加されているが，　FCSの効果を判定する目

　　　ミ2　　　　　　　　　　　　　　　　　　的で10”8M　1，25－（OH），一・vitamin　D3存在下，各種濃度

　　　馨　　　　　　　　のFCSの影響を欄した．　Fig．　3シ・示すようにFCS
　　　ε1　　　　　　　　　　　　　　　　　　濃度を上昇させると2．5～5．0％FCSが1，25－（OH）2一

　　　冨　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　vitamin　D、の効果を最も」曽強させた。しかし，10％

　　　Σ　O
　　　　　　O　　6　　12　　　　　24　　　　　FCSでは2．5～5．0％FCSの条件に比べ，抑制傾向が

　　　　　　　　TIME　IN　HOURS　　　　　　　　認められた。この結果は繰り返し得られており，おそ

Fig。4Changes　in　the　maximal　binding　capacity　of　　らく刺激性と抑制性の少なくとも2種類以上の調節因

　　　NADPH・depenclent　cytoselic　T、　binding　in　　子がFCSに存在すると考えられる。また外因性に加

　　　dRLh　84　cells　during　incubation　with　1，25　　えられた1，25－（OH）2－vitamin　D3は非生理的高濃度で

　　　一（OH）2－vitamin　D・・　　　　　　　　　　　　　　あることから（測定された10％FCS中の内因性1，25－

　Cells　were　incubated　in　the　absence（○）or　pres・　　（OH）2－vitamin　D3濃度は10－12M以下），　FCS中にビ

　ence（⑫）of　10’sM　1，25－（OH）2”vitamin　D3　fo「in’　　タミンD、の作用を抑制するかなり強力な物質が存在

難騰懸欝ill搬馨瀧猫無1縫縦㌫茸野つい
mean　±　SD。f　f。。，　d，t，，mi。、ti。n，．．P。、1。，　i、　less　D　dRLh細胞におけるビタミンD・のNADPH依存

than　O．01　b，tween　th。、el1、　t，eat，d　with　l，25．（OH）、　性細胞質丁・結合活性の誘導

　一vitamin　D，　and　control　cells　at　12　hrs　and　at　24　　前述したように2．5～5．0％FCSが1，25－（OH）ゴ

hrs．　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　vitamin　D3によるNADPH依存性T、結合活性の誘導
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Table　3　Effect　of　actinomycin　D　on　the［1251］T3　binding　activity　in　dRLh　84　cells

　　　　　　　　　　　　Actinomycill　D　　　　1～25－（OH）2　　　　　Bound／total％of［1251］T3　binding
G「°ups @N°・　（・・、、／m1）　v1榔臨P3　NA。，H（。。M）NAD，H（，。。M）

A3　（一）　（一）　1．28±0．626．99±0．78
B3　（一）　（十）　1．64±12013．84±2．02C　　　　　　　　　 3　　　　　　　　　　　（十）　　　　　　　　　　　　　（一）　　　　　　　　　　　　1．33　±　0．58　　　　　　　　2．11　：ヒ　0．93

D’　　　3層　　　（十）　　　　　（十）　　　　 1．41±0．55　　　3．12土1．24

dRLh　84　cells　were　incubated　with　or　witlユout　actinomycin　D　for　2　hrs，　and　further　incubated　in　the　absence

or　presence　of　1，25《OH）2－vitamin　D3　for　12　hrs．　Each　value　indicates　the　rnean±SD　of　specific　binding　of

［！251］T3　to　the　charcoal・treated　cytosol（10μg　DNA　equ｛valence），　in　which　non－specific　binding　was　defined

as　the　radioactive　T3　boしind　in　the　presence　of　lO”7M　unlabeled　T3、　A．　vs，　B：Pく0．01，　B，　vs．　D；P＜0．01．

（NADPH　50μM），

Table　4　Effect　of　1，25《OH）2－v｛tamin　D30n　the　nuclear　T3　binding　in　dRLh　84　cells

・…p・　N・・　1，25－（°琶織勢min　D・　B闘鯉溢ξf　pval・・

A　’　　4　　　　　　（一）　　　　　　　4．4±1．1　　　　Avs．　B

B4　（十）　4．6±1．4　N．　S，
After　incubation　of　the　dRLh　84　cells　with　1，25－（OH）2－vitamilユD3　for　l2　hrs，　nuclear　fraction　was

prepared，　then［1251］T3　binding　to　the　nuclear　receptors（10μg　DNA　equivalence）was　assessed．

Each　datum　indicates　the　mean±SD◎f　the　specific　binding　of［1251］T3，　in　which　the　non・specific

billding　was　de丘ned　as　the・radioactive　T3　bound　in　the　presence　of　10－7M　unlabeled　T3．

Table　5　［3H］1，25－（OH）2－vitamin　D3　binding　activity　ilユdRLh　84　cells

Bound／total％of［3H］－1，25－（OH）2－vitamin　D3　binding

Total　billding　　　　Non・specific　binding　　　　Speci丘c　binding

Experiment　1　　　　　　　　　　4．8　±　2．1　　　　　　　　2．1　±　0．6　　　　　　　　　2．7±10．9

Experiment　2　　　　　　　　5．3±22　　　　　　　1．6±O，7　　　　　　　3．7±0．9

Charcoal・treated　cytosol　was　incubated　with　45，000　cpm［3H］王，25－（OH）ゴvitamill　D3　in　the

absence（total　binding）or　presence（non・specinc　binding）of　10－7M　unlabeled　1，25－（OH）ゴvitamin

Ds　for　l　hr　at　room　temperature．　Each　datum　indicates　the　mean±SD　of　four　determinatiQns，

に最適であることから，以下の実験は5．0％FCSを基　　（OH）2－vitamin　D3はNADPH非依存性T3結合の性

礎とした培養条件下で行った。Fig。4に1，25－（OH）2一　　状（親和性（Ka）および最大結合容蚤（MBC））に

vitamin　D、によるdRLh細胞でのNADPH依存性T、　対し，ほとんど影響を及ぼさず，1，25－（OH）2－vita一

結合活性の誘導の経時的変化を示した。24時間の培養　　min　D3によるNADPH非依存性Ts結合活性の誘導も

までほぼ直線的V：　T，結合活性の上昇が認められた。　　認められなかった。

12時間の時点でT，結合活性のScatchard分析を行う　　　また，1，25－（OH）2－vitamin　D，によるNADPH依

と10”9Mの1，25－（OH）2－vitamin　D3でほウま最大となる　　存性細胞質T3結合活性の誘導はactinomycin　Dによ

MBCの上昇が認められた（Fig．5）。一方，　NADPH　　って抑制された。しかし，　NADPH非依存性T、結合

非依存性のT，結合活性は，NADPH依存性T3結合活　　活性に対してe：　actinomycin　Dは影響を与えなかった

性に比べ著しく小さいものであった。また，1，25－　　（Table　3）。
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Fig，6　Effect　of　l，25－（OH）2－vitamin　D30n　whole　cell　T3　uptake　into　dRLh

　　　84cells，

　dRLh　84　cells　were　preincubated　in　the　absence（○）or　presence（⑳）of　IO－8

　M1，25《OH）2－vitamil1　D3　for　12　hrs，　Aft6r　incubation　the　cells　were　incubat－

　ed　with　radioactive　T3　in　the　absence　or　presence　of　10msM　unlabeled　Ts　for

　indicated　times，　Right　panel　shows　changes　in　whole　cell［t2fil］T3　uptake　in

　the　early　phase（0－10　Mill．）of　incubation　with　radioactive　T3．　Each　datum

　indicates　the　meal1±SD　of　four　determinatio：ls　of　specific　uptake　of［125

　1］T3，　where　non・specific［12：1］T3　uptake　was　determined　in　the　presence　of

　10－5M　unlabeled　T3，

E　ビタミンD，のdRLh細胞におけるTs核受容体に　　込みを計測した。1，25－（OH）、－vitamin　D3処理細胞で

　およぼす効果　　　　　　　　　　　　　　　　　　　は非処理細胞に比べ，初期（0～3分）には細胞内へ

　NADPH依存性細胞es　T，結合活性を測定した時と　　のT3の取り込みは抑制されたが，6分以降では1125一

同条件で核受容体がビタミンD3によって影響を受け　　（OH）2－vitamin　D、処理細胞で取り込みが増強された

るか否かを検討した。核受容体への臨の結合は，　　　（Fig．6）。この2相性効果は1，25－（OH）2－vitamin

1，25－（OH）2－vitamin　D3処理で影響を受げなかった　　D3の濃度を変えて細胞を処理しても再現された（Fig．

（Table　4）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　7）。一方，核へのT3取り込みを観察すると，2相性

F　dRLh細胞のビタミンD3結合活性　　　　　　　　の取り込みは認められず，1，25－（OH）2－vitamin　D，処

　dRLh細胞でビタミンD、結合活性を測定した。チャ　　理細胞ではT3取り込みがイソキュベーシ・ソ初期よ

コール処理した細胞質分画に特異的1，25－（OH）2－vita・　　り促進されている結果が得られた（Fig．8）。

min　D3結合活性が認められた（Table　5）。　　　　　　　H　dRLh細胞からのT3放出に及ぼすビタミンD，の

GdRLh細胞へのT，摂取におよぼすビタミンD3の　　　効果

　効果　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　dRLh細胞（whole　cell）へのT．，の取り込みに対し，

　細胞質NADPH依存性T3結合活性がビタミソD，　　ビタミソD3が2相性効果（初期での抑制，次第に刺

で誘導され為ことが判明したが，この変化と細胞への　　激性への転換）を示したことは，ビタミソD、が細胞

T3の取り込みとの間に関連があるかどうかを調べた。　　内T、の貯蔵を促進し，細胞外へのT，の放出を抑制し

1，25－（OH）2－vitamin　D3存在下で細胞を12時間培養し，　た可能性を示すものである。そのため，取り込まれた

その後，FCSを除いたメディウムに変え，放射性T3　T，の細胞外への放出に，ビタミンD、前処理がどのよ

を細胞外をこ加えて，その細胞（whole　cell）への取り　　うに関与するかを観察した。
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Fig．7　Effect　of　1，25－（OH）2－vitamill　D，　on　the　cellular　uptake　Qf［踊251］T3　in

　　　dRLh　84　cells，

　The　cells　were　incubated　ill　the　presence　of　various　concentrations　of　1，25

　－（OH）ガvitamin　D3　for　12　hrs．　After　incubation　the　cells　were　further

　incubated　with　radioactive　T3　for　3　min（1eft　panel）or　10　min（right　pane1）

　in　the　absence　or　presence　of　IO”’sM　unlabeled　T，．　The　specific［且251］T3

　uptake　into　whole　cells（upper　panel）or　nuclei（10wer　pane1）was　deter－

　mined．　Each　datum　indicates　the　mean±SD　of　four　Cleterminatiolユs，

昌

2D3 。　1σ101681σ

PくQO5

15

溶
　に望美10

蟹
鷺
ρ＆5

誘
巳旦

　　　0

／

／〆／イ

　　　　　　　0　　　3　　　6　　　　10
　　　　　　　　　TIME　IN　MINUTES　　　　　　　　半減期をrapid　phaseで計算すると，1，25－（OH）2－

Fig．8Time　course　of　nuclear　uptake　o’f［12・1］T3　in　　vitamin　D3処理細胞では192分と，非処理細胞での

　　dRLh　84　cells．　　　　　　　　　　　　　　　42．5分に比べ有意に延長した。この結果より，1，25－

dRLh　84　cells　were　preincubated　in　the　absence（○）　　（OH）2－vitamin　D，処理細胞では非処理細胞に比べ，

or・presence（⑧）of　IO“8M　1・25－（OH）2－vitamin　D3　for　　rapid　phaseのT3の放出は著明に抑制された。一一方，

　12hrs，　After　incubation　the　cells　were　incubated
。ith，adi。acti。，　T，　i。　the　abse。ce。，　presence。f灘取り込蝋轍射1生T・の放出tlこ対しa：，1，25一

10－5M　unlabeled　T、　for　indicated　times，　Each　　（OH）2－vitamin　D3による前処置は何ら影響を示さな

　datum　indicates　the　mean±SD　of　four　determina．　　かった（Fig．10）。

　tions　of　specific　uptake　of［1251］T3．

　1，25－（OH）2－vitamin　D3処理または非処理細胞を90

分間放射性T3とインキュベーショソして，ほぼ細胞

内T，が飽和状態になった後（細胞内T，を飽和させる

ため10－9Mの非標識T3を同時に加えた），メディウム

を変更して（細胞内外のT3の濃度差に基づく拡散に

よるT3放出，または再取り込みを防ぐため10『5Mの

T3を加えた）細胞内から細胞外へのT，放出を観察し

た。Fig，9に示すように，1，25－（OH）2－vitamin　D3夢P

処理細胞ではrapid　phaseとslow　phaseの2種類の

放射性T3放出が観察された。細胞内に貯留したT，の
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Fig．9Effect・f　1，25－（0王｛），－vit・mi・D，・n　th・　Fig．10　Effect・f　1，25－（OH）・－vitami・D…　the

　　　release　of［1251］T、　frQm　dRLh　84　cells．　　　　　　　　　release　of　E1251］T3　from　nuclei　in　dRLh　84　cells．

　Cells　were　incubated　in　the　absellce（○）or　pres・　　　Cells　were　incuhated　in　the　absence（○）or　pres・

　ence（翻of　lO－8M　125《OH）2－vitaIτ1in　D3　for　12　hrs．　　　ence（働）of　10’”8M　1，25－（OH）2－vitamin　D3　for　12　hrs，

　After　the　incubation　the　cells　were　prelQaded　with　　　　After　the　incubation　the　cells　were　preloaded　with

　10－9M　unlabeled　T、　and　tracer　amount（400，000　　　10－9Mしmlabeled　T3　and　tracer　amount（400，000

・pm）・f・adi・active　T，　f・・90　mi・・Th・n　the　cel1・　cpm）・f・adiQacti・・T・f・・90　mi・・The・the　cells

　were　transferred　to　the　medium　which　contained　　　were　transferred　to　the　medium　which　contained

　10－5M　unlabeled　T3，　After　incubation　the　colltellt　　　！〇－5M　unlabeled　T3．　After　incubation　the　content

　of　radioactivity　in　whole　cells　was　determined，　　　of　radioactjvity　in　nuclei　was　determilled．　Each

　Each　datum　indicates　the　mean　of　duplicate　deter－　　　datum　indicates　the　Inean　of　duplicate　determina－

　minations，　In　addit｛ona1　two　experiments，　the　simi・　　　tions．　In　additional　two　experiments，　the　similar

　lar　results　were　obtained．　　　　　　　　　　　　　　　　results　were　ol）tained．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　モソのそれと同じようにheat　shock　protein（HSP）

　　　　　　　　N考　察　　　　に締して纈される可縦もt旨撚れているからで

　甲状腺ホルモソは細胞の増殖3），分化19），エネルギ　　ある14）。しかし，細胞内のNADPH依存性T3結合蛋

一代謝2°）など細胞の持つ多くの機能に関与する。その　　白の増減が，細胞内へのホルモソの取り込みを調節す

作用機構の解明は核受容体の発見以来，飛躍的に進ん　　るかどうかはまだ判っていない。本研究はそのような

でいる2u｝23｝。しかし，受容体機能が解明されるに伴　　機構が存在することを，間接的にではあるが，培養細

い，解決されねばならない多くの問題が提起されてき　　胞を用いて検討することを目的とした。甲状腺ホルモ

ている。その中の一つが甲状腺ホルモソの標的細胞で　　ンがNADPH依存性CTBPを増加させることは動物

の取り込みおよび細胞内ホルモソ移送機構の解明であ　　実験で証明されている11｝。一方，甲状腺ホルモソ受容

る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　体の結合する塩基配列は，ビタミソD授容体の結合

　従来，細胞内には特別なホルモソ移送担体はなく，　　するそれに類似し28》，また両受容体がheterodimerを

甲状腺ホルモソは拡散により標的細胞に取り込まれ，　　形成することから29）3°），ビタミンD3も甲状腺ホルモソ

また核外から核受容体への移動も拡散に基づく機構で　　と同様な作用を有する可能性がある。本研究はこれら

行われると考えられてきた24）。しかし，最近，細胞内　　の成果を利用して実験が進められた。

へのホルモソの摂取，また核外から核受容体への移行　　　ラット肝，腎には，甲状腺ホルモン受容体が存在す

がactive　transportによる可能性のあることが報告さ　　る31｝。一方，本研究で示したようにビタミンD3

れている2s）26〕。　ln　vitroの系で細胞質NADPH依存性　　　（1，25－（OH）2－vitalnill　D3）の受容体もこれらの組織

T3結合蛋白はその存在様式により甲状腺ホルモンの細　　に存在する。ラットの肝，腎では甲状腺ホルモソによ

胞内貯留を促進したり，また核への甲状腺ホルモソ移　　りCTBPが増加するが11｝，同様にビタミンD，（1α一

送に積極的に関与したりすることが判明しており1°）27｝，　OH－vitamin　D3）でも増加が認められた。細胞株によ

また，甲状腺ホルモソの細胞内移行がステロイドホル　　り異なった結果が得られたが，ビタミソD3（1，25一
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（OH）2－vitamin　D3）および甲状腺ホルモン（T3）受　　考えられる。このビタミソD3非依存性の取り込みに

容体が存在するdRLh細胞ではビタミソD3で　　対し，1，25－（OH）2－vitamin　D3処理細胞のearly

NADPH依存性Ts結合活性が増加した。このため細　　phaseで見られたT諏り込みの抑制効果から，ピタ

胞内甲状腺ホルモン移送に関与すると考えられる　　ミンD3はT諏り込みに対し抑制効果を有すると仮定

NADPH依存性T3結合活性の影響を観察するために　　すると，1，25－（OH），－vitamin　D，処理細胞のlater

はdRLh細胞が条件を備えていると考えられ，この細　　phaseに生じる細胞内T，の増加は仮定と矛盾した実

胞を用いて研究を行った。　　　　　　　　　　　　　験結果である。一方，細胞内に取り込まれたT3の放

　まず，ビタミンD，t：よるNADPH依存性T3結合　　出を観察するとtfタミンD、非処理細胞でのT，の放出

活性増加作用はラットの腎，肝で見られたと同様，　　に対し，1，25－（OH）ゴvitalnin　D3処理細胞でのそれ

dRLh細胞でもT，の親和性ではなく最大結合能（容　　は著明に抑制されていることが判明した。細胞内に残

燈）の増加として認められた。このことはビタミソ　　留するT，彙を測定して得られた半減期はearly　phase

D3はNADPH依存性T3結合蛋白の量を増加させるが，　ではビタミンD，非処理細胞のそれに比べて1，25一

この蛋白のT3結合の性状には変化をきたさないこと　　（OH）2－vitamin　D3処理細胞でe：約4．5倍に延畏してい

を示す。さらに1，25－（OH）2－vitamin　D3によるこの蛋　　る。この実験結果から考えるとT3取り込みの実験結

白の増加がactinomycin　Dにより抑制されたことは，　　果くearly　phaseでの低下，1ater　phaseでの促進）は

ビタミソD3によるNADPH依存性T，結合蛋白の増　　ビタミソD，処理により取り込みが抑制されたという

加は，この蛋白の転写の段階に関与していることを示　　よりも，むしろ細胞内のT，の細胞外への放出が抑制

している。したがって，少なくとも，NADPH依存　　された結果を示すものと考えられる。

性T3結合蛋白に対し，ピタミソD，は質的というより　　　ln　vitroの実験ではNADPH依存性T、結合蛋白は

も量的に関与することが推測できる。一方，ビタミソ　　NADPHで活性化された場合，細胞内甲状腺ホルモ

D3はラット腎，肝およびdRLh細胞でT3核受容体を　　ンの貯留を刺激すると予測される観察結果が得られて

増加させない。さらにNADPH非依存性の甲状腺ホ　　いる7）1°）。結果は示してないが，　T3の放出実験で，イ

ルモソ緒合蛋白に対して，ビタミ’／　D，は何ら影響を　　ソキュベーショソ開始から60分後でも細胞内T、の99

与えていない。これらの事実は複数存在する細胞内甲　　％はNADPH依存性T3結合蛋白に結合していたこと

状腺ホルモン結合蛋白のうちNADPH依存性の甲状　　が判明している。以上より，ピタミソD3によるT，の

腺ホルモソ結合蛋白のみがビタミソD3によって影響　　放出抑制は，増加したNADPH依存性T，結合蛋白に

を受けることを示唆する。NADPH依存性T3結合蛋　　よる効果と考えられる。

白が甲状腺ホルモソ移送に関与するとすれぽ，ビタミ　　　ー方，核へのT3の移行（取り込み）はビタミソD，

ンD拠理によりdRLh細胞への細胞外からのT、の取　　非処理細胞に比べ，1，25－（OH）2－vitamin　Da．処理細胞

り込み（whQle　cell　uptake）または核へのT3の移行　　でインキュベーションの初期（0～6分）から高い。

（nuclear　T3　uptake）が修飾される可能性がある。　　　細胞内（whole　cell）に取り込まれる全T，の量に対し

細胞へのT，の取り込み（whole　cell　uptake）を観　　ても核へのT，の移行が促進されていることが判る。

察するとビタミンD3（1，25－（OH）2－vitamin　D、）処　　NADPH依存性T、結合蛋白がL25－（OH）2－vitami1ユ

理により2相性の効果が認められた。まずag－一は初期　　D3で増加していることから考えると細胞外へのT，．の

に生じる細胞内へのT3取り込みの抑制であり，これ　　放出の抑制と同時に核外compartmentから核へのT，

に引続き細胞内T，が著増する。この実験結果は次の　　の移行も抑制される可能性がある5）32｝。しかし，実験

ことを示唆する。すなわち，ビタミソD3はT3の細胞　　結果では核への移行がビタミソD3処理で刺激された。

への取り込みに対し，少なくとも2種類以上（抑制性　　おそらく細胞質NADPH依存性丁3結合蛋白の一部が

と誘導性）の調節機構を誘導するということである。　　細胞質から核へのT3の移行に対し促進的に作用して

結果の項でも示したように，1，25－（OH）2－vitamin　D3　いるものと考えられる。核からのT，iの放出を観察す

非処理細胞でもT3が細胞へ取り込まれることが確認　　ると1，25－（OH）2－vitamin　D，処理により核に存在する

された。したがって，細胞内へのT3の取り込みは，　　T3の量の半減期と非処理群のそれとの間に差を認めな

active　transport，　passive　diffusionいずれかは不明で　　い。このことも核へのT，の移行が促進されたと考え

あるが，ビタミソD，非依存性として存在するものと　　た方が考えやすい。NADPH依存性T3結合蛋白は
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NADPによって活性化されると，細胞質から核への　　合蛋白の変化はdRLh細胞のそれとほぼ同様であり，

T，の移行を促進することh9　in　vitroの実験で確認され　　ラット肝，腎でもビタミンD3による細胞内甲状腺ホ

ている7）27）。おそらくビタミソD、によって増加した　　ルモソ移送調節が生じていると思われる。またこれら

NADPH依存性T、結合蛋白の一部はNADPによっ　　肝，腎以外の甲状腺ホルモソの標的組織でも

て活性化され，細胞質から核へのT3の移行が促進さ　　NADPH依存性T3結合蛋白がホルモソ作用を調節す

れたものと考えられる。しかし，本研究では細胞内の　　ることが示唆されており34），ビタミンD3依存性の

NADP濃度の測定が行われておらず詳細は不明であ　　NADPH依存性T、結合蛋白合成調節は甲状腺ホルモ

る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ソの標的組織の多くで甲状腺ホルモソ作用の重要な調

　本研究ではビタミソD，によって誘導されるカルシ　　節ステップであると考えられる。

ウム結合蛋自の変化を観禦していない。細胞質カルシ　　　　　　　　　　V　おわりに

ウム濃度は少なからずNADPH依存性T，結合蛋白へ

のT、の結合に影響を与える33｝。したがって，細胞内　　　ビタミソD，のNADPH依存性T3結合蛋白とT、の

freeカルシウム濃度の測定とfreeカルシウム濃度の　　細胞内取り込みへの影響を観察することにより，

変化｝こ伴うNADPH依存性T3結合蛋白へのT，の結　　NADPH依存性T3結合蛋白が細胞へのT・の摂取・さ

合の変化，さらにこれら一連の反応に伴うT，の細胞　　らに核へのT，の移行に対し，調節的に作用する可能

内移行についても検索が必要と思われるが，本研究で　　性が示唆された。本研究の一部は第9回国際内分泌学

はこの点についての詳細を検討することはできなかっ　　会（Ninth　lnternational　Congress　of　Endocrinology）

た。　　’　　　・　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ニース，フラソス，8月30日～9月5日，1992年）

　dRLh細胞を用いてビタミソD，による甲状腺ホルモ　　で発表した。稿を終わるにあたり，御指導，御校閲を

ソの細胞内移行におよぼす影響を観察したが，ラット　　賜りました橋爪潔志教授ならびに市川和夫助手，鈴木

肝，腎でのビタミソD、によるNADPH依存性T，結　　悟医師（シカゴ大学留学中）に謝意を表します。
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