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細胞質トリョードチロニン結合活性におよぼす

甲状腺ホルモンの影響

―甲状腺ホルモン標的組織における細胞内

negative feedback機構の存在―
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　　　Treatment　of　rat　kidney　cytosol　with　charcoal　decreased　speci丘c　3，5，3’－L・Triiodothyronine

（T3）binding．　Decreased　T，　binding　in　charcoa1・treated　cytosol　could　be　restQred　by　the　addition

of　boiled　kidney　cytosQL　The　results　suggested　that　T3　binding　protein　in　cytosol　is　present　in

inactive　and　active　forms，　and　that　the　active　form　is　generated　from　tlle　inactive　form　by　an

activating　factor　which　is　present　in　boiled　cytosol　fraction．

　　　The　inactive　form　of　cytosolic　T3　binding　protein　did　llot　modify　nuclear　T呂binding，　whe・

reas　the　active　form　inhibited　it．　The　activating　factor　did　noヒInodify　nuclear　T3　binding．　When

the　active　form　of　cytosolic　T，　binding　protein　and　nuclei　were　simultaneously　added　to　the

incubation　medium，　it　was　observed　that　a　large　amoullt　of　T3　could　bind　tQ　cytQsolic　T3　billd・

ing　protein，　The　inactive　forIII　of　cytQ301ic　T3　binding　protein　and　activating　factor　were　incre・

ased　by　T4　administration　to　thyroidectomized　rats．　A　mixture　of　the　inactive　form　of　cytosolic

T3　binding　proteill　and　activating　factor，　both　of　which　were　prepa1’ed　from　T4・injected　rat

kidney，　strongly　inhibited　the　nuclear　T3　binding．

　　　The　results　suggested　that　the　active　form　of　cytosolic　T3　binding　protein　colltributes　to

determining　the　amount　of　free　T，　that　can　be　transferred　to　the　nuclear　receptor，　and　that

cha且ge　in　the　cytosolic　T3　binding　protein　and　in　the　factor　which　activate　cytosolic　T3　binding

protein　plays　a　role　in　the　negative　feedback　regulation　of　thyroid　hormone　action　in　target

tissues．　Shinshtc　Med．ノ，，86：281－244，　1988

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　for　publication　November　13，1987）
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ジチオスレイトール（DTT），牛胸腺DNA，牛血清

　　　　　　　　1緒　言　　　　　アルブミン（BSA）はSigm。　Chemical　C・．（St．

　甲状腺ホルモンは，その特異的受容体に結合し，』ホ　　Louis　Mo，　USA）のものを使用した。チャコール

ルモソ作用を発現すると考えられている1）2）。特に，　、（Derco　G・60）をSargent－Welch　Scientific　Co．

核受容体への結合は，ホルモン応答性遣伝子の転写活　　（Skokie，　IL，　USA）より入手した。デキストラソT一

性を制御することが知られ3）’5），重要な作用機序の1　　70，Sephacryl　S－200，　Sephadex　G－50はPharmacia

つと考えられている。一方，甲状腺ホルモソ受容体は，　Fine　Chelnical　Inc．（Piscataway　NJ，　USA）より

核のみではなく，細胞質6）－8），細胞膜9），ミトコンド　　入手した。T3　T4のラジオイムノアッセイキットは第

リア10）11），にも存在し，それぞれの受容体が固有の機　　一化学のものを使用した。

能を有していると思われるが，それらの生理的作用は　　　B　実験動物

充分解明されていない。　　　　　　　　実験にはWi・t・r系雄ラ・ト（150～1609）を使用

細胞質ホルモン結合蛋白は該受容体と勲り）b　した・ラ・トを甲状腺摘除しその躍後より・一群

リヨードチロニソ（T3）との結合親和性は低いが，そ　　には生理食塩水（生食）を，もう一群には30°Cの生食

の最大結合容量（MBC）は大きく12），核あるいは他の　　に溶解したT，（10eptg／kg・日）を皮下1こ投与した。

細胞内小器官に存在するT3受容体へ供給されるホル　　それぞれの群を・さらに3群に分け1日，3日・5日

モソの貯蔵所的役割を有していると考えられていた13）。　　の連続投与を行った。

そのため，その生理的重要性は，ほとんど考慮されて　　　C　細胞質Ta結合蛋白の調製19）

いなかった14）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　甲状腺摘除ラットおよび甲状腺摘除ラットに生食あ

　ステPイドホルモソ，ビタミンD，などの受容体は　　るいはT4を1目，3目，5日皮下注したラットは，細

細胞質に存在し15）16），ホルモンと結合した後heat　　胞質の調製4時間前より絶食とした・ラットは断頭で

shock　protelnなどと，解離することによって活性型　　屠殺後，腹大動脈を切開，潟血した後，両側腎を摘出

に変化し，核内DNAに結合してホルモソ作用が発現　　した。腎は皮膜を取り除き，重量測定後，冷却，細切

される事実が知られるようになった16）－18）。しかし，　　した。細切後，冷却生食液で充分洗浄，この組織を3

甲状腺ホルモソではこのような機構は発見されていな　　倍容量の0．5mM　EDTAを含む10mM　Hepes　buffer

い。細胞質甲状腺ホルモン結合蛋白は，上記ステPtイ　　（pH　7，4）中でWaring　blenderを用いて破砕し

ドホルモソ，ビタミソD3の場合と異なり，細胞質の　　た。その後Dounce型ホモジナイザーでホモジナイ

熱処理に安定な物質によって活性型に変換される事実　　ズした。ホモジネートを27，000×9　20分間（2°C）

が知られ19）…，。の。とによ。て細麟甲状腺ホ2v・・e遠巌・その鯖を・さらに1°5・°°°×9で2時間

。齢蛋白が鞭容体，その他。賄体の機向旨に影響　（2°C）遠心した・こ吐清セこはT・齢灘が認め

を及嗣能性・・示・2・・＊・・21・22・・　　撚蕪鐸轡箏欝讐竃繍

鰍究は・細胞質甲撒ホ・レモン齢蛋師ミ該へ @。キ．ベートした．その後，27，。。。。93・鯛遠心し

移行するホルモン量の決定に重要な役割を有している　　て，その上清を回収し，非活性型T、結合蛋白画分と

可能性を追求するため行われた。また・この調節作用　　　して使用した。なお，後述するようにこの画分には活

が甲状腺ホルモンの欠損状態あるいは過剰状態でどの　　性化因子を加えないかぎり，［1251コT3結合活性は認

ように変化するかを考察した。　　　　　　　　　　　　められなかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　D　T3結合活性化因子の調製
　　　　　　　n研究材料と方法　　　　齢モジネートを・05，・…9で2時間（2・C）遠

A　研究材料　　　　　　　　　　　　　　　　　　　心した上清を95～100°Cで5分間熱処理し，急速冷却

　〔125工〕T、（1250ttCi／μg）はNew　England　Nu・　　後，27，000×930分間遠心分離し，その上清を，　T，結

dea，（B。9t・n　MA，　USA）より入乳た．撒射　舗性化肝始緬秀と匙使肌た…i　［分｝・

性T3（Sodium　salt），　L一チロキシソ（T4），1・リブ　　はT3結合活性は認められなかった。

シン（ブタ膵臓由来），トリプシンインヒビター（So－　　E　ラット腎核の調製

ybea。），プPテア曜㈱菌由来）．．　RN・・e，　DN・・e　ラ・1潤の・怯は，　D・G・・。tおよびT・ressaniの方
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細胞質Tと受容体によるホルモソ発現調節

法23）を改変して調製した。ラット腎を0，32Mショ糖　　G　核受容体へのTs結合の測定

の中でホモジナイズした後，10分間，2°C，1，000×　　　0．32Mシ。糖，3，0mM　MgC12，1mM　DTTを含む

9で遠心し，その沈清を3．OrnM　MgCI2を含む，　　10mM　Tris－HCI　pH7．85のbuffer（550μ1）中に

2．2Mショ糖に浮遊させ，最終ショ糖濃度を1．6Mとし　　DNA量として30μgを含む核分画を加え，50，000

た。この粗核分画を8mlの2．・2Mショ糖および5ml　　cpmの［i251］TBを加えて結合反応を行った。反応

の1．8Mショ糖（両ショ糖液ともに3．　emM　MgC12を　　は20°Cで30分間行った。また，それぞれの実験の回

含む）の不連続密度勾配上に静置し，2°C　2時間，　　的に合わせ，50～100μ1のチャコ　一一ル処理細胞質画分

105，000×9で遠心した。沈潅として得られた核分画　　および熱処理細胞質画分を加えた。インキ＝ベーショ

を3　mM　MgC12　ig含む0．32Mショ糖に浮遊し実験に　　ン終了後，反応液を0°Cに冷却し，遠心により核を沈

供した。TritonX－100処理は本実験では行わなかっ　　渣として回収した。この沈渣に，あらかじめ0°Cに冷

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　却しておいた1，0mlの0．32Mショ糖，3．　OmM　MgC12，

F　細胞質丁3結合の測定　　　　　　　　　　　　　0．25％Triton　X－100を含むTris－HCI　buffer（pH

　シリコソ処理したプラスチヅクチェーブを使用して　　7，85）を加え，軽くvortexで撹搾（2秒）した後，

assayを行った。イソキュベーションbuffer　225μ1　　さらに遠心し，ここで得られた沈渣をTritonX－・100

（最終濃度約3．2％のグリセロールを含む，20mM　He・　　を含まないbu晩rで洗浄後，核に含まれる放射活性

pes，　pH　7．4）中に約50，000　cpmの［1251コT325pl　　を測定した。

を加え，50μ1のチャコール処理した細胞質画分およ　　H　その他の方法

び50μ1の熱処理した細胞質画分を加えた。反応の開　　　蛋白濃度はLowryらの方法24》を用いて測定し，

始はチャコール処理画分を加えた後，速やかに掩搾後　　標準蛋白としてBSAを用いた。　DNA濃度の測定は，

20°C±1°Cのインキェベーション浴槽中で振とうす　　Burtonの方法25）を用い，標準DNAとして牛胸腺

ることによって行った。インキュベーショソ時間（反　　DNAを用いた。ラ『ット血中および細胞質画分のT，，

応時間）は結果の項でそれぞれの実験で示したが通常　　T4濃度はラジオイムノアッセイキットを用い，　Hira一

は15分間とした。反応終了後，チューブを急速に0°C　　matsuらの方法26）で測定した。2群間の比較は，

に冷却し，デキストラン・チャ＝t・・一ル法を用いて蛋白　　Student’s彦一testを行い，甲状腺摘除の前および後

結合T3と遊離ホルモンを分離した19）。冷却した反応　　の指標の比較はpairedの≠－testを行った。それぞれ

液中にあらかじめ0°Cに冷却した500μ1の1％チャ　　P値が0．05以下を統計的に有意差があると推定した。

コール（wt／vol）および0．8％のデキストラン（wt／

。。1）輪む鰍（5％グリセ。一ルを含む1。mM　　　　皿結　果

Hepes　pH　7．4）を加え，短時間（約2～3秒），　Vor・　　A　ラット腎細胞質のT3結合活性のチャ：】一ルに

tex上で掩搾した後，2分間0°Cに静置した。その　　　よる不活化と熱処理画分による再活性化

後，0°C1，200×9で5分間遠心し，上清に含まれる　　　無処置ラット腎の105，000×9上清中のT3結合活

放射活性を測定した。非特異的結合（non・specific　　性は，チャコール処理により不活性化され，一方，この

binding）は，10－6Mの非放射性T3を加え，チャコー　　不活化細胞質T，結合活性に105，000×9上清の熱処

ル・デキストラン法によって得た蛋白結合［1251］Ts　　理画分を加えると再び活性化される現象が認められた

を測定することによって得た。特異的結合（speci丘c　　（Fig．1）。これは，熱処理に安定でしかもチャコール

binding）は，非放射性T3を加えない時に得・られた　　に吸着される細胞質丁3結合活性化因子が存在するこ

放射活性（total　binding）より，非特異的結合として　　とを示しているものと考えられる。　Fig．2は，チャ

の放射性活性を差し引くことによって計算した。　　　　コール処理したT3結合蛋白へのT3の結合を見たも

　このチャコール・デキストラン法は，10－4Mの非放　　のである。　Time　courseおよび細胞質蛋白濃度依

射性丁3存在下でも加えた［1251コT3（50，000・－60，000　　存性のいずれの実験でも，チャコール処理細胞質への

cpm）の99．5％がチャコールに吸収された。またここ　　　［1251コT3の結合は見られなかった（Fig．2B，　D）。

に実験で使用した活性化因子の50倍量の因子を加えて　　ここへ熱処理した細胞質画分を加えると〔エ251コT3結

も［1251コT3の分離に影響は認められなかった。また　　合活性が認められた。20°Cの条件では，約10～20

加えた蛋白の97％が上清に回収された。　　　　　　　　分のインキュベーシ。ンで，結合は最大を示L，また
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Fig．11nacti。・ti…fth・T，　bi・ding　acti・ity　i・・at　lddn・y・yt。・・1　by・h・・c・al

　　　treatment　and　reactivation　Qf　chacoa1－treated　cytosolic　T3　binding　activity　by

　　　boiled　cytoso1．
　　　　　　（L，ft　p、n・1）R・t　kid・・y・yt・s・l　w・・i…b・t・d　with　v・・i・・s　c。ncent・ati・…f

　　　charcoal　at　4°C　for　30　min，　After　incubation　the　mixture　was　centrifuged　at

　　　27，000×9　fQr　30　min，　AliquQts　of　the　supernatant　were　assayed　for　total　T3

　　　binding　activity．　The　binding　reaction　was　performed　at　20℃　for　15　min．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　Duplicate　tubes　containillg　10－oM　unlabeled　T3　were　included　to　dete．rmlne
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

　　　nonspecific　binding　of［12昼1コT3。　Specific　T3　binding　was　calculated　by　subtractmg

　　　n。・，peci丘・hi・di・g　f・・皿t・t・1　bi・ding．（Right　p・n・1）R・t　kid・・y・yt・・。1　was

　　　treated　with　10％charcoal　for　30　min　at　4°C．　Aliquots　of　the　supernatant（125

　　　μ諸P・・t・i・）w・・ei・・ub・t・dwithv・・i・us　c・・cent・ati・n・・f　b・i1・d・yt・s・L　The

　　　binding　reaction　was　performed　at　20°C　for　15　min．

　　　　　　　　　　　　　Each　point　represents　mean　of　duplicate　determinations

Table　l　Effects　of　thyroidectomy　or　T4　administra㌻ion　in　thyroidectomized　rats　on　body

　　　　weight，　kidney　weight，　serum　T4　and　T3　concentrations，　and　DNA　contents　in　kidney

Treatment　of　rats　　Body　weight　Kidney　weight　　　T4　　　　　T，　　DNA　content
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　in　Kidney

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（9）　　（9）　（μ9／100m1）（ng／100m1）「（mg）

Sham－operated
　　十Saline　　　　　　　　　（7）　　168．5：ヒ6．1　　　1．60±0．16　　　　5．5±1．3　　　　96±11　　　　7．83±0．26

Thyroidectomized
　　十Saline（1day）　　　（7）　　　106．1±5．8a　．0．84±0．07｛z　　　O，6±0．1a　　　29±　8α　　　6．16±0．21α

　　＋S。li。e（3d、y、）（7）104．4±6。6bO．85±0．08・b　O．5±0．1b　26±7う　6・17±0・33δ

　　十Saline（5days）　　（7）　　　98．3±9．4c　　O．82±O．070　　　0．5±0・1c　　　28±6c　　　6・04±0・25　c

Thyroidectomized
　　＋T，（1d，y）　（7）115．8±4，2dO．86±0．08d　3．2±0．6d　94±12d　6・27±0・36　d

　　＋T、（3days）（7）123．3±7．5・1．02±0．06θ10．3±3・2・164±28召　7・17±0・18　e

　　＋T、（5d、y，）（7）131．7±2．4！1．26土0．12／10．8±2．5／176±28∫　7・84±0・40／

Pvalues　of　a　vs　b　in　T4　and　T3　concentrations　were＜O．　Oo「「．　P　values　of　a　vs　d　in　body　weight，

kidney　weight，　and　DNA　content　were＞0．5．　P　values　ofろvs　e　and　of　c　vsアin　body　weight・

lddney　weight，　T4　and　T，　concentrations，　and　DNA　contents　in　kidney　were＜0・05・Numbers

of　animals　in　each　group　were　in　parentheses。
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Fig．2　Effect　of　activating　factor　on　cytosolic

　T3　binding．

　　Charcoa1・treated　cytosol　was　prepared　by

　105，000×gsupernatant　of　rat　kidney　with　10

　％charcoal　for　30　min　at　4°C．　Charcoal　was

　removed　by　centrifuga七ion　at　27，000×gfor

　30min　at　4°C．　BQiled　kidney　cytosol　was

　prepared　by　placing　105，000×g　supernatant
　in　a　boiling　water　bath　for　5　min　and　remo－

　ving　denatured　protein　by　centrifugation　at

　27000×gfor　30　min，　Fig　2A　and　Fig，2B

ρ2
β

こt　1

D

0

0246802468　　　　　　．，　　　．、
＿一ρ＿＿＿－4）一、

ting　factor　and　Flg．2B　shows　the　blnding　m

the　absence　of　activating　factor．　Charcoaレ

treated　cytosol　was　adjusted　to　8μg　DNA

equivalence／tube．　Fig．　2C　and　Fig．　2D

illustrate　the　effect　of　various　concentra▼

tions　Qf　charcoal－treated　cytQsol　on　T3　bin・

ding．　Fig．2C　shows　the　binding　in　the　pre．

sence　of　30μg　DNA　equivalence　of　activating

factor　and　Fig．2D　shows　the　binding　in　the

abseエlce　of　actlvatlng　factor．　Binding　reac．

♀離旨・・…AD叫g　D・A　EQU・VALENC・・1翻1瓢兇響膿緋蹴

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10－fiM　unlabeled　T3．

　　　　　　　　　Each　point　represents　mean　of　duplicate　determinations．

この条件下では細胞質の蛋白濃度依存性が示された　　第1日目で著明に上昇した（Fig・3B，　C，　D）。無処理

（Fig．2A，　C）。これらの実験では，非放射性丁3（10－6　　ラット，および甲状腺摘除ラットに生食またはT4皮下

M）存在下では［・251］T3の結合が著しく低下し（非　　注ラットより得られた，活性化因子には，　T3結合活性

存在下での計測値の約1．5～2％）この値を非特異的結　　を有していなかった。（Fig．3A）。またこの活性化因

合と考えた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　子を含む画分のTs濃度（内因性T3濃度）は，甲状腺

B　甲状腺摘除およびT4投与による，ラット体璽，　　摘除前，甲状腺摘除後3週，　T・投与開始1日，3日，

　腎重量，血中丁3T4濃度，および腎の総DNA量　　　5日のそれぞれで，1，1×10－11M，0．05×10一工1M，0．7

　の変化　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　×10－iiM，1．1×10“iiM，1．6×10”liMであった。こ

　Table　1に甲状腺摘除ラットに生食あるいはT4を　　れらの濃度のT3を外因性に加えた場合，細胞質

投与した時の，それぞれの指標の変化をまとめた。甲　　［ユ251コT3結合は影響をうけなかった。また活性化因

状腺摘除ラットではT4投与群で生食投与群に比べ，　　子を含む画分の内因性T4濃度は，それぞれ，2．0×10

体重，腎重量は高い傾向があり，また，血中丁3T4濃　　一1°M，0．5×10－1°M，1・4×10”ioM，2・4×IO－1°Mおよ

度は窺投与群で生食投与群よりも有意に高い傾向が　　び2．9×10”iOIMであった。これらT，も外因性に加え

認められた。腎蛋白量はチャコール処理細胞質および　　た場合細胞質の［1251］T3の結合には影響をおよぼさ

熱処理細胞質の両画分で．T，投与群で高い傾向が認め　　なかった。実験で使用したチャコール処理した細胞質

られた。　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　画分にはT3　T4を検知できなかった。　Fig．4には甲

C　甲状腺摘除およびT，投与によるラット腎細胞質　　状腺摘除21日後から，生食あるいはT4を3日間投与

　のT3結合活性化因子の変化　　　　　　　　　　　　して得た活性化因子による，無処理ラットより得たチ

　甲状腺摘除により腎細胞質のT，結合活性化因子は　　ヤ＝一ル処理細胞質の［1L’51コT，の結合の変化を調べ

やや上昇した。ここにT，を投与すると活性化因子は　　てみた。Scatchard　analysisにより両者の活性化因
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子存．在下でそれぞれ1つのTs結合部位と1つQ　Ts　　　　nce（Fig．3A）or　presence（Fig．3B，3C．　and

結合親和性が確認、された。両者の活性化因子によって　　　　3D）of　2・Oμ9　DNA　equivalence　of　charcoa1一

高く，甲状腺摘除ラットの活性化因子を加えると低か　　　．　μgDNA　equivalence／tube．　Eadh．value

った。また活性化因子を含まない条件下では，細胞質　　　　indicates　the　mean±SE◎f　7　animals，　and

したラットより．得られた活性化因子をSephadex　G。　　　　to　cytosol　in　the　presence　of　activating

50のカラムを用いて分離すると，どの群から得られた　　　　factor　prepared　from　untreated　rat　kidneys．

活性化因子も同一部位に溶出された（Fig．5）。
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　　　　　　　　　DA・S　A・・ER　f・・R。IDEC・・M・　　綴ce，詳麗欝，濫結e罪誰継l

Fig．3　Effect　of　T・，　administration　tO　thyroi・　　　　admirListered　t1‡yroidectomized　rat　kiFlney

　　　dectomized　rats　on　kidney　cytosolic　acti．　　　　（一⑧一）（Ka・・　1．8×108M一工）．

　　　vating　factor．　　　　　　　　　　　　．

　　　　　Twenty－one　days　after　thyroidectomy，

　　　rats　were　divided　into　tw6　gr◎ups，　One　　D　甲状腺摘除およびT4投与によるチャコール処理

　　　was　inlected　with　saline（一⑧一）and　the　　　細胞質のT3結合活性の変化

　　　gthe「was　gi…T・（一〇m）as　desc・ib・d　次に，チ。・一、レ処理細胞質において，甲状腺1礁

麟濃濃rl。瀦、1，盤畿濫お・び正灘理の…よ・調製・た活・・僻を

　　　aud　activating　factor　was　prepared，　The　　加えてT4投与によりT3結合活性が変化するかどう

　　　binding　assay　was　perfol・med　in　the　abse・　　かを観察した。甲状腺摘除によりチャコール処理画分

　　　　　　　　　　　　　　O．1　　　0．2　　　0．3　　　0，4　　　0，5　　　0．6

　　　　　　　　　　　　　　　　　T3　B。UND（・169M）

　　　　Fig．4　Effect　of　activating　factQrs　prepared

　　　　　　　　fr．om　hypothyroid　or　hyperthyroid　rat

　　　　　　　　kidney　on　T3　binding　of　charcoal・treated

　　　　　　　　cyto＄ol；．analysis　by　Scatchard　plots．

　　　　　　　　　Charcoa1・treated．cytoso1（2、0μg　DNA　equ・

　　　　　　　ivalence）was　incubated　with　50，000　cpm　of

　　　　　　　［1251コT3　and　with　variQus　concentrations

　　　　　　　（Oto　10－6M）of　unlabeled　T3　in　the　absence

、　　　　．（一匿一）or　the　presence　of．16μg．DNA　equ・

　　　　　　　ivalence　of　activatillg　factor　prepared　from

　　　　　　　3価day　T4－aclministered　thyroidectomized　rat
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　rnatography　of　activating　factors．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’．1．『．．』』』．．’1’　601’g’　’of　DNA．16qtiivaient　boiied

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cytoso1／3　ml　prepared　from　unt・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．．．．、一．一．一＿．＿rea士edヱat，1ddney．．．（1），，3玖day、．．saline－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　administered　thyrQidectomized　rat

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　kidney　（H）　and　from　　3－day　T4・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　administered　thyroidectomized　rat

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　kidney（皿）were　separately　applied

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　to　a　Sephadex　G－50　column（2．0×

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　60cm）equilibrated　with　10　mM

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．耳ep照P耳．7r　5，．◎9堪ai塾in竃Q：互．嬰M

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　EDTA　alld　5％glycerol，　Fractions

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　of　1．75ml　were　collected．［エ251］T3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　binding　to　charcoa1－treated』cytoso1

0　　　　40　　50　60　　70　80　　90　100　　　　　（2μ9‘DNA　equivalence）Was　mea－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　sured　in　the　pre＄ence　of　50μl　of

　　　　　　　　FRACTI°N　NUMBER　　　　　　。liq。。t。f　each丘a、ti。。．．口

α5 `　　　　　　　Fig．6Ch・nges　i・the　cyt…1i・T、　bi・di・g　acti・ity

2
O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　during　T，l　or　salin6　administration　to　thyroide一
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B ctomized　rats．

　
9～）　2
冥

套．1

i
塁　o
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ロ　　3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［12ilコT3　binding　to　the　cytosol　prepared　froln

巴＋・　　　　　濫糊s望「e認mlls三。認器｝謡灘：：
　　　　2　　　　　　　　　・ignificant．diff・・en・e　b・tween　tw。9，。up，．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一ムー一：［i251］Ts　binding　to　the　cytosol　prepared

　　　　l　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　fr◎rn　untreated　rat　kidneys．　　　　　　　　　　　　　　．

　Rats　were　treated　as　described　in　Fig．3．．One，3，

and　5　days　after　the　beginning　of　the　injections，
rats　were　killed　and　charcoal－treated　cytosol　waS｝

prepared　as　described　in　Methods．　［125エコT，　bin：・・

ding　to　each　charcoaレtreated　cytosol　was　meaL

sured　in　the　absence　（6A）or　presence　（6B，6C，．．

6D）of　32μg　DNA　equivalence　of　activating　factor　l

prepared　frorrl　untreated　rat　kidney．　One（6A

and　6B）2．　0（6C）or　8．　Optg（6D）DNA　equivalence

of　cytosol　was　added　to　the　incubation　medium．

Incubation　was　performed　at　20°C　for　15　min．

　　　　　　　　　　　　　　　　☆　　　　　　　　　　t

　O

　　O　　　　　　21　22　23　24　25　26

DAYS　AFTER　THYROIDECTOMY
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Table　2　Effect　of　hydrolytic　enzymes　or　boiling　on　Tu　binding　activity　in　charcoaレ

　　　　　treated　cytoso1

Group　Treatment　Qf　cytoso1　　　　　　　　　［1251コT3　binding　　　　　　Pvalues
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（cplエ1／125μg　protein）

A　　　None（incubated　at　20℃for　201皿in）　　44，350±550

B　　　Trypsin（500μg／m1）　　　　　　　　　　　2，380±240　　　　　　Avs　B，＜0．001

C　　　Protease（500μg／m1）　　　　　　　　　　　4，680±280　　　　　　Avs　C，＜0．001

D　　　RNase（330μg／m1）　　　　　　　　　　　　44，020±960　　　　　　Avs　D，　N，　S．

E　　　DNase（330μg／ml）　　　　　　　　　　　　45，560±1，020　　　　　　A　vs　E，　N．　S．

F　　Boiling　for　5　min　　　　　　　　　100±40　　　　　A　vs　F，＜0。001

　　Charcoa1・treated　cytoso1（125μg　proteil1）was　digested　for　20　min　at　20°C　in　the

absence（A）or　the　presence　of　the　indicated　concentrations　of　enzymes．　After　incu－

bation，［1251］T3　binding　activity　was　determined　in　the　presence　of　boiled　cytosol

（20μ菖DNA　equivalence）．　In　the　case　of　trypsin　treatment，　the　reaction　was　termina・

ted　by　trypsin　inhibitor　after　incubation　of　cytosol　with　trypsin．

　　Charcoa1・treated　cytGsol　and　boiled　cytosol　used　in　the　assay　were　prepared
from　untreated　rat　kidneys．　Each　value　represents　the　speci丘c　binding　of　［：1251］T3

（100，000cpm　added），　and　indicates　the　mean±SE　of且ve　determinations．　N．　S．：

not　significant．

O．16

0，12

1　。，．、へ

墓　　＼
°°4@　°＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ、　　°

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　押　　　。
　　　　0
　　　　　　　　　　0．2　　　　　0．4　　　　　0、6　　　　　0．8

　　　　　　　　　　　　T3　B。UND（・1δ9M）

Fig．7　Changes．　in　Ts　binding　activity　of　chrcoal－

　　　　treated　cytosol　during　T4　administration　to

　　　　thyroidectQmized　rat　i1ユ　the　presence　of

　　　　activating　factor；analysis　by　Scatchard　plQts．

　　　　　Charcoal・treated　cytosol（2．0μg　DNA　equ－

　　　　iva1ence）prepared　fro皿untreated　rat　kidney

　　　　（一△一）（Ka＝1．8×108M冊1），3－day　saline・treated

　　　　thyroidectomized　rat　kidney（一⑳一）（Ka＝1．7

　　　　×108M－1），　or　3・day　T4－administered　thyroide一

ctomized　rat　kidney（一〇一）（Ka＝1．7×10BM一工）

was　incubated　with　50，000　cpm　of〔1251］T3　and

with　16．0μg　DNA　equivalence　of　activating

factor　prepared　from　untreated　rat　kidney　in

the　presence　of　various　concentrations　of
unlabeled　T，（O－10－6M）for　15　min　at　20°C．

のT3結合活性は低下した。しかし，この甲状腺摘除ラ　　た細胞質熱処理画分を加えた条件下で，甲状腺摘li余に

ットにT4を投与すると，その活性は上昇した（Fig．　　よりそのMBCが低下し，　T，投与により上昇した。

6B，C，　D）。その上昇の仕方は，活性化因子の場合と　　しかしT3の結合親和性には変化が認められなかった

異なり，T4投与3日で始めて生食投与群との間に有　　　（Fig．7）。　Sephacryl　S－200によるゲル濾過では，ど

意差を認めた。それぞれの群のラットから得られた　　の群のラットの細胞質T3結合活性も，分子量60，000

チャコール処理細胞質へのT3の結合は活性化因子非　　～70，000の同一部位1こ溶出された。

存在下では認められなかった（Fig．　6A）。　Scatchard　　　どの群のラットから得た細胞質T3結合活性も，ト

analysisを用いて検討すると，それぞれのチャコール　　リプシンあるいはプロテアーゼによる前処理で低下し

処理細胞質のT3結合は，正常無処理のラットより得　　たが，　DNase，　RNase　では影響を受けなかった
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Fig．8　Effect　of　cytosolic　Ts　bindihg　1コ　1’　otei　110n　nuclear　T3　binding．

　　　　　　Nuclei，　charcoal・treated　cytoso1，　arld　activating　factor　were　prepared

　　　from　untreated　rat　kidneys．　Nuclei（30μg　DNA）were　incubated　with
　　　various　concentrations　of　charcoa1。treated　cytosol　in　the　absence　（一〇一）

　　　or　presence（一㊧一）of　32．0μg　DNA　epuivalence　of　activating　factor　for

　　　30min，　at　20°C．　After　the　reactioI1，〔エ251コT3　binding　to　cytQso1（8A）and

　　　to　nuclei（8B）were　measured．　Each　point　represents．mean　of　duplica七e　　　’

　　　determinations．
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Fig．9　Effect　on　nuclear　T3　binding　of　cytosQlic

　　T3　binding　protein　prepared　from　saline－

　　administered　thyroidectomized　or　T，・
　　administered　thyroidectolnized　rat　kidneys．

　　　Rats　were　treated　as　described　irl　Fig，3，

　and　charcoal－treated　cytosol　was　prepared。

　Nuclear［12filコT3　binding　assay　was　done　in

　the　presence　of　1。0（9A　and　gA’），2．0（9B　and

　gB’）or　8．0（9C　and　gC’）μg　DNA　equivalence

　of　charcoa1－treat．ed　cytosol　prepared　from

　untreated　rat　lddneys（一A一），　saline需injected・

　thyroidectomized　rat　kidneys（一⑳一），　or　from

　T4・treated　thyroidectomized　rat　kidneys

　（一〇一）．The　assay　was　carried　out　in　the

　absence（9A’，9B’and　gC’）or　presence（9A，9B

　alld　gC）of　16．0μg　DNA　equivalence　of　activa・

　ting　factor　prepared　from　untreated”rat　kid・

　neys，　Open　bars　indicate　mean±SE　of［1251コ・

　T3　binding　to　nuclei　in　the　absence　of　cyto－

　solic　T3　binding　protein．　Each　value　indicates

0　212223242526　　0　212223242526　　　　the　mean±　SE　of　7　animals，　and　＊　indica．

　　　　DAYS　AF丁ER　THYROIDECTOMY　　　　　　　　tes　significant　difference　（P＜0・05）between

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　two　groups，（㊧vs　O），
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Table　2）。活性化因子は，1・リプシン，プロテアー

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゼ，DNase，　RNaseいずれの前処理によってもその
　　　　　　2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　活性は影響をうけなかった。

　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　E　細胞質丁3結合活性およびその活性化因子の核

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　丁3結合におよぼす影響

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結合にどのような影響をおよぼすか勿擁70の系で観
　　　　　　2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　察した。ラット腎より得られた核，チャコール処理し

　　　ce81　　　　　　　tc細胞質および熱処理細胞質の混舗灘［’251］　Ts
　　　　震　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を加えて，細胞質および核へのTsの結合を調べた。

　　　　0　2　　　　　　　　　　　　　　　　　　なかった。一方同時セこ測定した核へのTsの結合は活

　　　欝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　合の低下が認められた。

　　　呂　2　　　　　　　　　　　　　　　　　甲状腺摘除およびT，投与ラット腎から得たチャコ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ール処理細胞質存在下での核へのT，の結合を観察す
　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ると，活性化因子非存在下では，どの群のラットより

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　得られた細胞質も核T3結合に影響をおよぼさなかっ
　　　　　　0
　　　　　　　　　0　　212223242526　　　　　　た（Fig．9A’，B’，C’）。しかし，活性化因子存在下で

　　　　　　DAYS　AFTER　THYROIDECTOMY　　　　　　測定すると，　T4投与のラットから得たチャコール処

Fig，10　Effect・f　acti・・ti・g　f・・t・rs　p・ep・・ed　珊田胞質は，生餓与のラ・トから得たチャコwル処

　　from　saline－adminislered　or　T4－administ・　　理細胞質を加えた時に較べ，有意な差をもって核T3

　　ered　thyroidectomiztd　rats　on　nuclear　T3　　結合を抑制した（Fig，9A，　B，　C）。
biｪ㌔e，，ea，，d。、　descr、b，d、。　F、9．一方，甲状㈱お・びT・投与…よ・得燃

　　3，and　activating　factor　was　prepared　from　　処理細胞質に含まれる活性化因子による核Ts結合に

　　each　animal．　Nuclear［1251］T3　binding　assay　　およぼす影響を観察すると，いずれの活性化因子もそ

　　was　carried　Qut　as　described　in　Fig・8in　the　　れら単独では核へのTsの結合には影響を示さなかっ

1鼎説謡熟謡鼎課（ll謙…　Lか・・チ・・一ル脳田胞質存撫姓食
　　ing　factors　prepared　from　saline・injected　　投与群より得られた活性化因子に較べ・T4投与群より

　　thyroidectomized　rat　kidneys（一㊥一），　T，一　　得られた活性化因子で，核へのTs結合の低下が認め

　　administered　thyroidectomized　rat　kidneys　　られた（Fig．10　A，　B，　C，　D）。

　　（一〇一），Qr　from　untreated　rat　kidneys

癬識灘’備畿薫y鴇，、（灘　　　W考察
　　DNA　equivalence）were　prepared　from　　　細胞内甲状腺ホルモン結合部位は，核，ミトコンド

盤課焙’d器。捷lch誰£器：II9：・ア・細胞膜・さら・・細腰・存在す・…と儲

　　，ig。i丘ca。t・difference（P＜0．05）b，twee。　tw。　した核受容体がDNAの一部に結合し27）－29），　DNA

　　groups．（㊥vs　O）Open　bars　indicate　the　　からmRNAへの転写が開始され30）一32），生理的に

　　mean±SE　of　Ei2sエコT3　binding　to　nuclei　in　　重要な蛋白合成が制御される33）－36）。ミトコソドリア

　　｝1欝ence°f　b°th　cyt°s°1　and　ac‘’vat’”g．O・も甲状腺・・レモ・受容体・・存在・・1）12・・甲状腺ホル

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　モンが直接関与する代謝系の存在も想定されているが，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　このホルモンによるミトコソドリアへの作用は，むし
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ろ核への作用に引ぎ続いて生じる2次的なものである　　えられる38）。　　　　　　　　　　・

可能性も高い33）34）。細胞膜に存在する甲状腺ホルモ　　　このような考察の下に，細胞質甲状腺ホルモン受容

ソ受容蛋白は・T3　T4細胞への取り込みに関与すると　　蛋白の生理的意味をさらに追求した。すなわち，甲状

考えられている。特に，ホルモンが血中の結合蛋白に　　腺ホルモソが不足している状態あるいは過剰な状態い

結合して取り込まれる時に生じるホルモンー受容体複　　ずれにおいても，核へのT、供給量をできるだけ一定

合体のインター’ナリゼーシ・ン機構を稼働させるため　　にする機構が存在し，これに細胞質T、結合蛋白とそ

の重要なstepが・膜受容体一ホルモン複合体の生成　　の活性化因子が関与している可能性を調べた。細胞質

であると考えられている9）37）。　　　　　　　　　　　　甲状腺ホルモン結合蛋白の量を甲状腺摘除ラットに生

　一方，細胞質甲状腺ホルモン結合活性の生理的意味　　食を投与した群とT4を投与した群とで比較観察する

については，まだほとんど判っていない。DNAから　　と，ホルモン投与ラットで有意に高い値が得られた。

RNAへの転写を調節して作用する他のホルモソ，た　　また活性化因子もホルモン投与により上昇した。これ

とえばステロイドホルモン，ビタミンD3などの受容，　らの事実は甲状腺ホルモン投与により，細胞質甲状腺

体は細胞質に存在し，これらがホルモンを結合して活　　ホルモン結合蛋白のT3結合活性が上昇し，核への

性型に変化すると，DNAの結合も可能になること　　T3の移行が制限される機構が誘灘されるごとを示す。

が示され，これらのホルモンの作用機序において細胞　　本研究では，ホルモソ投与群より得られた細胞質甲状

質受容体は，重要な役割を果たしていると考えられて’　腺ホルモン結合蛋白および活性化因子が非投与群のぞ

いる16、’18）。しかし，細胞質T3受容蛋白はそのような　　れらよりも核へのT3の移行を低下させる事実を確認

細胞内でのtransformationを生じない。またDNA　　した。したがって，細胞質甲状腺ホルモン結合蛋白お

への結合も示さないことより，ズテロイドホルモンあ　　よびその活性化因子は甲状腺ホルモン標的組織で細胞

るいはビタミンDsなどの細胞質受容体とは，全く別　　内のnegative　feedback機構の役割を果たしてい

の効果を有するものと考えられる14）。　　　　　　　　　ると考えられる。

　本研究でel　，細胞質T呂結合蛋白には，非活性型と　　　核T3受容体は，核膜を取り除いた状態では，　in

活性型が存在することを示した。前者は，細胞質をチ　　vitroでインキ＝ベーショソ溶液中に核から大量に放

ヤコール処理することにより得られ，後者は熱処理細　　出されることが知られている39）。本研究では核T3受

胞質を加えることによって得られる。この活性型細胞　　容体のin　vitroでのインキュベーション中に核から

質丁3受容蛋白は，現在までのところ核受容体と比較　　の受容体の放出鍛を測定したが，核を細胞質甲状腺ホ

して同一な性格を有していると思われる実験結果は得　　　ルモン結合蛋白存在下と非存在下で，また活性化因子

られていない19）。一一・Jtrこの活性型受容蛋白は，核受容　　存在下と非存在下でイソキュベーションした後の核の

体へのT3の結合に対して抑制効果を有することが認　　T3結合活性に差はなく，核T3受容体の核からの放出

められた。1n　vitroの系で観察すると，活性型受容　　は，実験中では極く少なかったものと思われた。

体とpreincubationした核とコントロールとして
b。ff。，あるい熱処肌た活性型受容蛋白とprein。u．　　　　V結　語

bationした核との間でT3結合に差が認められてい　　　ラット腎細胞質には非活1生型と活性型の甲状腺ホル

ない。したがって活性型細胞質T，受容蛋白が核蛋白　　モソ（T，）結合蛋白質が存在する。後者は，前者に熱

に直接関与する可能性は低いと思われる13）14）。本　　処理細胞質画分に存在する活性化因子を加えることに

研究で示したように非活性型受容蛋白は，核へのT3　　よって誘導される。活性型細胞質甲状腺ホルモン結合

の結合に影響をおよぼさず，活性型受容蛋白存在下で　　蛋白は，多量の遊離ホルモンを結合することにより，

のみ，核へのTs結合が抑制された。同時に測定した　　核受容体へ移行するT，の量を減少させる。甲状腺

細胞質T3受容蛋白にT3の結合が活性型受容蛋白に　　ホルモン投与により，この細胞質甲状腺ホルモン結合

のみ認められたことにより，incubatiOn溶液中に存　　蛋白は増加し，また活性化因子も増加することから，

在する核へ移行可能な遊離ホルモンの量が，活性型細　　細胞内に甲状腺ホルモソ作用発現に対する11egative

胞質受容蛋白によって減少する可能性が示唆された。　　feedback機構が存在する可能性を指摘した。

この事実は，活性型細胞質受容蛋白は，核へのT3の

移行に対し調節的役割を果たしていることを示すと考　　　本稿の要旨は昭和62年6月，第60回日本内分泌学会
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