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　　SUGENOYA，　A，　∬物〃zunological　st”dies　in　Graves’disease。　Paアt　2．　Studies　on　Prodti‘tion　o∫

海拗¢翻〃zyroid－stimtilatin’ X　antibody（hTS・4西）by砂〃tPhoのttesαπゴana砂sis　Oノ砂ProPr’ate　i，霊云θγ一

ασ勧9thッroid　antigen，　Shinshu　Med．　J．，27：419－427，1979

　　ln　vitro　production　of　human　thyroid－stimu工ating　antibody（hTSAb）was　studied．

　　The　results　were　as　follows：

　　1，In　the　study　of　hTSAb　production　by　lymphocytes　from　healthy　sublects　and　patients　with

Graves’disease，　Hashimoto／s　thyroiditis　and　toxic　adenoma，　stimulated　in　vitro　with　crude　thyroid

homogenates，　the　meall　percentage　in　Graves／disease　was　significantly　different　from　controls

（P・＜0、025）．

　　2．In　the　further　investigation　of　hTSAb　production　employing　partially　purified　thyroid

subcellular　fractions　U．　e，800　g　pellet，　50，000　g　peUet，　105，000　g　pel王et　and　thyrogloblllilユ　frac－

tions　were　tested），　the　50，000　g　pellet”fraction　was　the　most　effective　and　potent　s　timulant　of

hTSAb　production　by　the　Graves’lymphocytes．

　　3．1251－labelled　TSH　binding　and　displacement　studies　and　electron　In｛croscopic　findings

demenstrated　that　this“50，000　g　pe11et”fraction　contains　substantial　amounts　of　thyroid　plasnla

membralle　components．

　　From　these　foregoing　findings　including　the　results　of　the　Part　1，　it　seems　probable　that

the　participation　of　a　primary　autoiIllmune　process　could　be　involved　in　the　pathogenesis　of

Graves’disease．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　for　publication；April　10，1979）
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　　　　　　サイクリックAMP（adenosine　3ノ，5’－cyclic　monophosphate）

　　　　　　しょ糖密度勾配超遠沈法（sucrose　density　gradient　ultracentrifugation）

　　，　　　ラジオリセプターアッセイ（radio－receptor　assay）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hypaque－Fico11比璽遠沈法5）によったD

　　　　　　　　I　緒　　言　　　　　　　　　　　　　　　　2．リソパ球培養

　著者は第1篇1）において，・ミセドウ病の自己免疫現　　　　分離したリンパ球は，10－－20x106／Cultureの細

象の関与について検討した結果，本症では自己の甲状　　　胞数に調整した後，50μg／cultureの蛋白量に相当す

腺に対する細胞性免疫の威立していることが確認され　　　る甲状腺抗原とともに，2mlの培養液（「マクロファ

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一ジ・リンパ球μゼット形成試験」1）において用いた

　一一一方，近年になりヒト甲状腺を特異的に刺激する　　　培養液と同一組成）にて37℃t6日間の静置培養を

自己抗体（human　thyroid－stimしdating　antibody：　　　　行」ったg

hTSAb）に関する研究も活発となってきた2）－4）。そ　　　　　3．　c－AMP　assayおよび成績判定法

こで著者は第2篇において，A）バセドウ病患者の末　　　　正常ヒト甲状腺スライスを用いたc－AMP　assay

梢リンパ球を用い，in　vitroにおける甲状腺刺激抗　　　は，原則としてOnayaら2）の方法に準じた。なお，

体の産生（実験A），ならびにB）本抗体の産生に必　　　著者はKnoxら6）により開発された方法を用い，冷練

要な甲状腺抗原の分析（実験B）について，以下の臨　　　保存後の甲状腺組織をc－AMP測定の甲状腺スライス

魔的研究を試みた。　　　　　　　　　　　　　　　　　として使用した。すなわち，手術時に採取した単絡生

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結節性甲状腺腫の周囲正常甲状腺組織を，Table　1に

　　　　　　　　fl対象　　　　　 示すような方法で準備し，使用直前まで一70°C　1：冷

　　実験A．各種甲状腺疾患におけるヒト甲状腺　　　　　凍保存した。使用時，37℃にインキュベP一トし，

　　　　　刺激抗体（hTSAb）産生の検討　　　　　　　急逮に解凍後，4℃の生食水で2回洗浄後，　Krebs一

　対象は，未治療のバセドウ病症例8例，慢性甲状腺　　　Ringer　bicarbonate　buffer（KRB　buffer，　pH　7・4）

炎症例3例，甲状腺中毒穏三腺腫症例（toxic　adenoma）　　　内で，薄層（0．5～L　Omm）の小組織片を作製し，そ

2例および健康成7N　7例であるn　　　　　　　　　　　　れらをKRB　bufferのもとで，37℃，30分間inctl一

　　爽験B，hTSAb産生に必要な甲状腺抗原の　　　　　bateした。

　　　　　分析　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　1．　Procedures　of・thyrold　tissue　cryo一
　未治療のバセドウ病15例について，種々の甲状腺抗
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿　　　　　　　　　　　　　　　　　preservation
原分画を用い，hTSAb産生に必要な抗原の分析を検　　　一一一一一』…一一一一一…一一一一一一一一一一一一

討・励お・欄の対照・して健鵜・例を用 @1’、．膿愚瀧響鯉nstαile齢
いた・　　　　　　　　　　　2．Minci。g　i。t。，m。11・pi。c，s　with・pai・・f

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　sllarp　scissol’s　after　trimming　of　adipose

　　　　　　　　m方　法　　　　　　　and，。nnecti。。　tiss。e，。。　icel

　　実験A．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3，Weighing　out　and　deviC王ing　equally　into

　Knoxら4）の方法に従って，末梢i）ンパ球と甲状腺　　　　　grc｝ups　of　100　to　150　mg　tissues・

抗原とをi…it・・で培養し，得られた犠ヒ清内の　4・Placi・g　i”t°chilled　a”t°anac正yse「cl’ps

嚇刺激活・・を・正常・・甲状腺・鞘・概　E．C°6｝ll雑器謡麟諮錦緊謬

・d・n・・ine　3’・5’－cy・1i・m…ph・・ph・t・（c”AMP）　　gen　freeze，（－196℃）f。r　15～2。　sec・・d・．

の生成増加を指標として比較検討した。　　　　　　　　　6．Storing　aliquots　at－70（℃until　used．

　　ユ．抗原およびリソパ球分離　　　　　　　　　　　一’T’一一丁．t　「一一…　…　　－　1…　．一一一h…

　ヒト甲状腺粗抽出抗原は，粥1篇の「マクロファ　　　　Preincubation後，滅菌試験管内に15mgずつ小

一ジ・リンパ球ロゼット形成試験」の場合と同様の方　　　組織片を詰め，培養液lmlおよび10－2Mテオフィリ

法で作製した1）。また被験者からのリンパ球分離も，　　　ソを加え，更に2mlのリソパ球培養上清を添加後
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95％02，5％CO2の持続性混合ガスのもとで，　　　10　mU，　THYROTRON，　Canada）によるposltive

37℃，30分間の培養を行った。培養終了後，6％トリ　　　control群を設けた（Fig．1F，6G）。

クμ一ル酢酸0．5m1にて組織をホモジェナイズし，　　　　　実験B．

fi｝：　2，　OOOg，15分間遠沈後，上清を凍結乾燥して得　　　　　1．抗原分画（subcellular　fractions）の精製

られた抽繊物質を，c－AMP　radioimmunoassay　　　　著老は，　SOO　g　pellet，50，　OOO　g　pellet，　IOS，　OOO　g

（Schwarz／Mann，　New　York）に用いた。　　　　　　　　pelletおよびサイPtグロブリンの4種類の比較的純

　この方法によって測定された単位組織湿重星当りの　　　度の高い抗原分画を用いた。正常甲状腺組織からの各

c－AMP量（picomoles　c－AMP／mg　wet　weight　of　　　分画の精製操作は，前3者については，　DeRobertis

thyroid　tissue）は％basal　c－AMP値，すなわち，　　　ら7），およびKamathとRobin8）の超遠心分画法で

　　リンパ球培養上清添加時のc，．AMP量×100　　　　　（Fig・2）・またサイログロブリソ分画については，

llジモ醸培養E潜菲添加i爺6ε繭F簸「田扁ヨ欝召b　　　Van　Herleら9）のSephadex　gel　filtratio11法に従

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　って行った。
で嚢現し，この値について推計学的分析を行った。ま
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Fig．2．　Purificatioll　of　thyroid　fractions

　　゜　A　B　C　D　E　F　　　　a・8°Og　P・li・t分画
　　　　　　　　　　　　　　（Mu三lll」SE）　　　　　　　1，5g（灘重量）の甲状腺組織を，10mlの0．25Mし

Fig．・1．　C。mpa，i，。n。f　the　in　vitro　pr。d．c．　よ糖内でホモジ・ナイズ後・800　9・10分間遠沈し

ti。。。f　hTSAb　by　lymph。cyt、、　f，。m　P。ttt　その上清を除き，沈渣（P・11・t）を0・25Mしよ糖で洗

　tients　with　Graves’disease　and　other　thy一　　　　ったあと・再度SOOgで遠沈した沈渣を・SOOg　Pe1－

　roid　diseases，　　　　　　　　　　　　　　　　1e亡分画として用いた。

　　A・Healthy　controls　　　　　　　　　　　　　　　b．50，00〔〕9　pellet分画

　　BのG「aves’disease　　　　　　　　　　　　　　SOo　g　pellet分画を作製の際に碍られたすべての遠

　　C・Ch「°nic　thy「°iditis　　　　　　沈上清を混合し，まず12，・OOO・9で20分間遠沈した。

1；騨難轡一・　講論諜蜘繊禦認謙
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Mしよ糖で一回洗い，得られた沈渣を0．25Mしよ糖
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購意鑑1。轡晶欝募欝籠　　臨羅糀柵欝
た。この操作により，遠心管の底部に集積した沈渣の　　　　　　　　総ぎ臨搾齪蝿盤鵯鴇跳8投評EへGLE°S

みを，50，　OOO　g　pellet分画として使用した。

　　c．105，000　gpellet分画

　50，000　gpellet分画採取の際に得られた上清を，

105，000　g，60分間超遠心し，その沈澄を0．25Mしよ

OF　EACH　FRACT【QN

糖にて瀞（s・1・b1・p「・t・i・を除去するため）後…　鴨鷺TEs…、・，．」・・，…、，n　1・5，…，・・．THYR°ftY°Bu“N

O．25Mしよ糖に再浮遊したものを，105，　000　g　pellet

分醐として用いた。

　なお，前述の3分画は蒸留水にて24時間透析後，た

だちに凍結乾燥粉宋として，－20℃で保存した。　　　　　　　　　　1卜著cuBATIoN　FOR　6　DへYS　AT　37　G

甲繍茎鴛贈璽偽、晦蝋　　＿＿！＿＿

濫溜畿認購瓢読望　　　↓
chloride　buffer（0．1MI（C1，0，02　M　phosphate，　　　　　i．YMPIIOcYTE　CuLTロRE　suPERN，NTANTS　FOR
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HUMAN　THYROID　STIML皿．ATQR　ASSAY
O．02％sodium　azide，　pH　7．2）にて溶出操作を行

った。この溶出分画は，U．・V．，p，，t，。ph。t、m。t，，　　Fig・3・　Lymph・cy亡e　cult・res

（Beckman），波長280nmで蛋白濃度を比色定量後，

3つの分画に分け・蒸翻くで24時隙壷析後諌繍礁　　　　，R、、、cu，。’、＿，，。RMAL　H、MA，　THY，。、D

粉末とした。次にこれらの各分画の抗原性について，　　　　　　　　　SL【cES　AT　37　c　mR酬lN・

サイログロブリン抗体強陽性血清を用い，Ouchter－　　　　　　　　　　　　　10・15鵬TlssuE　PER　supERNATANT

一（i’s得られ燃齢画。つ、、て再び。ucht，，1。ny法　・・。NE・・T・Mu・AN・8°°9「「’…。・・・…1・5・…9・…＃

1・…よる離行・・総麟反応を示・た頒　L－L÷「トーL一
成分を，高純度の精製サイPグロブリン分画として用　　　　INCUBATIQN　FOR　30　Mlr．AT　37　C，IN・THE　PRESENCE　OF

鴫なお洛抗原頒畷白搬・・，・・w・yら11）　　　1『E°PHYLLINE
の方法で測定したn　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　EXTRAC学ION　OF　c．AMP　［N　TIIYRC）ID　SI．ICES

　　2・リソ・緑分離・培勧らびにc－AMP　　　　　　l
　　　aSSay　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　c．AMP　MBASUREMENT　BY　IIAI）IOtMMU，X〔〕ASSAY

被験者からの末梢リンパ球の分離・培養，ならびにヒ　　　　　　　　　　　　　1

ト甲状腺組織内におけるc－AMP測定はFig．3，4に　　　　R［冶uLTs　ExPR隅覧総昌1認X｝：器倉懸8呂61；ilE　’BASAL，　LEvEL

示すような方法で行った。なお，対照の健康成人6例　　　・　　　　　　PERCENT　BASAI」c・AMP

においては，後述する理由から，SO，OOO　g　pellet分　　　　Fig．4．　Human　thyroid　stiMLilator　assay

画についてのみ，hTSAbの産生を検討した。

　　3・TSH　radioreceptor　assay　　　　　　　　　　分画の比較対照として，ヒト甲状腺粗細胞膜（crude

　50，　OOO　g　pellet分画に対する標識TSH（1251－TSH）　　human　thyroid　membrane）を使用した。方法は’

の特異的結合（s　pecific　binding），ならびに非標識　　　各濃度に調整した標準bovine　TSHに，25m9当蚤の

標準TSHによる1251－TSHのdisplacementを検討　　　50，000　g　pellet分画，あるいは粗細胞膜をそれぞれ

する目的で，O’Donellら12）の方法を用いて，　radio一　　添加し，37°C，10分間培養後，更に1actoperoxidase

receptor　assayを施行した。なお，50，000gpellet　　　法により標識した高純度のbovine　TSH（Dr．　Pierce
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より提供）75μ1を加えてよく混和し，37℃，60分間　　　で推計学的に有意差を認めた（Fig．1B）。なお，同

の培養を継続した。培養終了後，20，000g，30分間の　　　一症例のリンパ球による抗原無添加時のhTSAb産生

遠沈を行い，一ヒ清を吸引し，ガンマーカウンターに　　　にっいて検討した結果，％basal値は46％から144％

て沈清の放射能（counts　per　minute；c．　p．　m．）　　　にわたっており，その平均は98。8土9．4％で，健康成

を測定した。SO，　OOO　g　pe11et分画ならびに粗紬胞膜　　　人と比較し，有意差を認めなかった（Fig．1E）。

における各標準TSH濃度の％bOundを鱒：定し・　　　　　3．慢性甲状腺炎症例

disPlacement　curve（Fig・5）を作製した。　　　　　　　　3例の本疾患における％basal値は，96％から113

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　％の範囲にわたっており，その平均値は105，3±3．3

30

身

8
0q20

象

8
蚤

氏

　1

31．5±1．5　　　　　　　　　　　　　　　　　で，健康成人のそれと比較し，有意差を認めなかっ

　　　　　　　　29．0士0　　　　　　　　た（Fig．1C）。

　　　　　　　　　　　26・5±O・5　　　　　　　　　　　4．甲状腺中毒性腺腫（toxic　adenoma）症例
24．0±O．8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　“

　　　　　　　　2。，2。。）9＊．　　　－’　±1°・°％で対照の糠成人と比較し；臆瀧認め

　　　　　　　　　　　　＼、　　　　　　　　　　なかった（Fig，1D）。

　　　　　　　　　　14．6・1．i’＄，　　　　　実験8・

　　　　　　　　　　　　　　＼　　　　　　　　　　　1．抗原無添加時のバセドウ病リンパ球に

　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　Xs　　　　　　　　　　よるhTSAb産生
　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　㌦1賜2　　未治療のバセドウ総者1°例の抗原鰍加時におけ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　るhTSAb産生について検討した結果，　ge6　b4sal　c－

°。　　　1。一・10－’・lb－・a　1。－i　　AMPは53％カ’iら124％嚇囲にわた・ており，その

　　　　　　LU・b－TSH　PER　TUBE　　　　　　　　　平均lk　102．3土6，1％であった（Fig．6A）。

…記國一一一一一一… ｨ鞭士1β22，。。1．。　　わずか2例であるが・　％　basa1値の平鞭は86・　5

　Fig．5．　A　typical　12sl　一　TSH　displacement　　　　　　　2．800　g　pellet分画添加時のバセドウ病

　　curve　obtained　employing　crude“thyroicl　　　　　　リン・e球によるhTSAb産生

　　plasma　memb・ane・”（d・tt・d　li・・）and　th・　　対象・くセドウ病患者6例のうち，5例の％basa1

　　“SO’　ooO　g　Pellet”f「action（solid　line）in　　　　値は100％以下であり，全体の平均値は95．・8土7．7％

　　the「adioligand「ecePto「assay°　　　　　　　　　であった。これは抗原無添加時の値と比較し，有意差

　　4。電子顕徴鏡観察　　　　　　　　　　　　　　　は全く認められなかった（Fig．6B）。

　50，　OOO　g　pe11et分画精製直後の新鮮な材料を，2，　5　　　　　3．　SO，　OOO　g　pellet分画添加時のバセドウ

％glutaraldehyde（pH　7．4）で固定した後，切片標　　　　　　病リンパ球によるhTSAb産生

本を電子顕微鏡観察に供した。　　　　　　　　　　　　　Fig．6Cに示されるように，15例のバセドウ病患

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　者のうち，半数以上に著明なhTSAb産生を認めた。

　　　　　　　W成績　　　　　　各％basal値は，63％から181％にわたっており，
　　実験A．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　これは抗原無添加時の値と比較し，P＜O．01で推計

　　1．健康人　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　学的に有意差を認めた。

　甲状腺粗抽出抗原とともに培養した対照の健康成人　　　　　4．105，000gpellet分画添加時のバセドウ

7例におけるhTsAbの産生は，　Fig．　l　Aに示すよ　　　　　　病リソパ球によるhTsAb産生

うに，1例を除き他の6例はいずれも低い％basal　　　対象バセドウ病患者10例のうち，数例に中等度の

値を示し，その平均は100．4±5．4％（mean±SE．）　　　hTSAb産生を認めたが，全体の平均は103．4土11．8

であった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　％であり，抗原無添加時の平均値と比べ，有意差は認

　　2．バセドウ病症例　　　　　　　　　　　　　　められなかった（Fig．6D）。

　未治療患藩8例の％basal億は，1例が異常高値　　　　　5．サイrコグロブリソ分画添加時のバセド

（440％）を示し，更に残りの7症例も％basal値は　　　　　ウ病リソパ球によるhTSAb産生

100％以上であり，平均値は187．3±35．1％であっ　　　Fig，6Eに見られるように，サイログPtブリン添

た。これは，対照の健康成人と比較すると，P＜0．025　　　加においても，105，　OOO　g　pelleピ分画の場合と同様
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　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　に・数例｝沖鍍hTSAb産生を認めたが・その平均
　　　　　　　　　　　　　　　　1”【’川　　　　値は115、4±8，8％で，この分画においても，抗原無

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　　添加時と比較し有意差を認めなかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6。SO，　OOO　g　pellet分醐添茄時の健康成人

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　リンパ球によるhTSAb産生

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4種類の精製抗原分画を用いて，パセドウ病患者の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　リンパ球によるhTSAb産生を検討した結果，50，000

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　gpellet分画においてのみ有意差を認めたので，二

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の分画を使用し，健康成人のリンパ球によるhTSAb

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　産生について検討した。その結果，6例中1例にのみ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　高い％basal値（144％）を認めたが，全体の平均他

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　はg7．6土g．6％で，これはSO，　OOO　g　pellet分画添加

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　時のパセドウ病リンパ球｝こよるhTSAb産生の平均値

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　と比較し，P＜0．01で明らかな有意差を示した。し
　　　へi．lC　D，、1翫、，、1；（｝　かし，抗撫添加時の，・セド蠣リ・．・球の％b、、al

Fig，6．　Comparison　of　the　in　vitro　prodしlc一　　　　平均値との間には有意差を認めなかった（Fig．6F）。

　tion　of　hTSAb　by　Graves’　lymphocytes　　　　　7．1251－TSH　bindingおよびdisplacement

　cultured　with　and　witheut　highly　purifie〔I　　　　　hTSAb産生が最も強く認められた50貫OOO　9　pellet

va・i・u・thy・。id　subcellul・・f・a・ti・n・・　　　分霞麺に，甲状腺濾胞上皮細lj包膜が含有されている輝1

倉：認：：；1撒認潔鵠8葺t留　かをt・らかにす・…で・・試験・行・た・・果・・9・・

　　　Iet　fraction　　　　　　　　　　　　　　　　にみられるように，　SO，　OOO　9　pellet分画を用いた際

　　C，Graves，　lymphocytes　with　50，000　g　　　　にも，粗細胞膜使用時と極めて類似の典型的なdis－’

　　　Pellet　f「action　　　　　　　　　　　　　　　　placement　curveが得られた。更にこの二つの曲線

　　D・G「aves’1．ymph°cytes　with　105・OOO　9　のze，。－bi。di。g値においては，細胞膜使用暢合よ

、鵬欝c｝器Ph。cy、es　w、、h、hy，。gl。一　りも1　・・，・・・…II・・分醸用・糊・糀を示・

　　　bulin　　　　　　　　　　　　　　　　　　　たことより，この分画には，より純度の高い多量の甲

　　F・Healthy　subjects　ly皿1）hocytes　w董th　　　状腺濾胞上皮細胞膜の存在することが判った。

。1°儲置甑1）　　　　・…，・・・…11・・分醜纐微搬
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　次いで，50，　OOO　g　pellet分画における細胞膜の有

載

㌍　，轡饗

へ　　　　　　　　　　，　　　9　1e　et　　　raction　s1　　一

熟　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　　　　　　　　　　ing　thyrold　plasma　membranes，

（Magnification　×20，000）
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無を，形態学的に調べた結果，Fig．　7にみられるよう　　　産生および分泌を最も強く促す抗原成分が，50，000　g

に，この分画には明らかに甲状腺濾胞上皮細胞膜が多　　　pellet分画の中に序在する可能性を示唆している。な

量に含有されていた。　　　　　　　　　　　　　　　　　お健康成人のリソパ球と，50，000　9pellet分画との

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　混合培養上清には，hTSAb産生は認められなかった
　　　　　　　　V　考　　察　　　　　　　　　　　　　事実も上述の推論を支持する。

　1976年，Knoxらは，パセドウ病患者の末梢リンパ　　　　著者は，精製抗原分画を作製するにあたり，すで

球を，PHA13）ならびにヒト甲状腺の粗抽出抗原4）と共　　　に確立されている“しよ糖密度勾配超遠沈法”および

に伽vitroで培養したあとの培養上清を用いて・ヒ　　　“カラムゲル濾過法”を使用したが，これらの方法に

ト甲状腺組織内におけるc－AMPの産生増加を指漂と　　　よっても，得られた各分画が完全に純化されたもので

して・甲状腺刺激活性を追究した結果・本症患者の末　　　あるとは断定できなかった。105，　OOO　9　pellet分画や

梢リンパ球より・ヒト甲状腺刺激物質が産生されるこ　　　サイログロブリン分画とリンパ球とを混合培養した

とを報告した。更に，彼らは抗ヒトガンマーグロブリ　　　際，少数例にhTSAb産生が認められたことは，恐ら

ソヒツジ血清を用いて，この刺激物質の生物学的活性　　　くこのためと考えられる。

を調べたところ，抗血清添加により刺激活性が失われ　　　　現在までに，幾多の研究者15）｝23）により甲状腺刺激

たことから，この物質は抗原刺激によって感作リンパ　　　抗体（LATSも含む）の産生を促す抗原分画に関し

球より産生・放出された免疫グロブリソ，すなわち，　　　て種々報告されているが，真の抗原成分については，

human　thyroid－stimulating　immunoglobulinであ　　　まだ不明である。彼らは主にMcKenzieの方法⑳を

ると推論した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　用い，各分画｝こ対するLATS－absorbing　activity

そこで，著者は彼らの方法に準拠し，各種甲状腺　　　（LAA）を検討している。この方法による成績では，

疾患におけるhTSAbの産生を比較検討した。その結　　　甲状腺紺織の顯粒性分画ならびに可溶性分画の双方に

果，甲状腺粗抽出抗原によって活性化されたバセドウ　　　LAAが認められたと報告しているが，可溶性分画に

病患者由来のリンパ球からは，ヒト甲状腺を刺激する　　　サイログロブリンが関与しているかについては，研究

物質が産生される二とを確認した。しかし，健康成人　　　者によって見解が異なっている。極く最近になり，

および他の甲状腺疾患群では，このような異常刺激物　　　Mehdiら25）は，甲状腺刺激抗体の対応抗原は，甲状

質の産生はみられなかった。ことに，代表的な自己免　　　腺上皮細胞膜に由来し，TSHリセプターそれ自身，

疫疾患の一つと考えられている慢性甲状腺炎におい　　　あるいはこのリセプターを含むやや大きな膜成分の一

て，甲状腺刺激物質の産生は認められなかったことは　　　部であろうと主張している。

注目に値する。またバセドウ病と類似の甲状腺機能充　　　　一方，著者はadenylate　cyclase－cyclic　AMP活

進症状を示す中毒性腺腫（toxic　aClenoma）患者にお　　　性を指標とする実験系を用い，抗原として最も強い抗

いても1司様であった。この事実は，バセドウ病の成因　　　体産生能を示した50，　OOO　g　pellet分画には，多量の

を甲状腺刺激自己抗体依存性の自己免疫疾患の立場か　　　濾胞上皮細胞膜が存在することを機能的（TSH－bind一

ら説明する上に重要なことと思われる。　　　　　　　　　ingならびにdisplacement）および形態学的方法に

　近年，バセドウ病におけるhTSAb産生を起こす自　　　より証明した。

己抗原が，濾胞上皮細胞膜に存在すると報告されて　　　　以上の研究より，バセドウ病患者の末梢リンパ球か

いる14）。そこで著者は，正常ヒト甲状腺組織のSOO　g　　　らは，甲状腺刺激抗体が生成・分泌されること，更に

pellet，50，000　9　pellet，105，000　9　pelletおよびサ　　　このような自己免疫現象を惹起する際に必要な抗原成

イログロブリンの4種類の精製分画を用い，これらの　　　分としては，濾胞上皮細胞膜成分が最も璽要であると

各分画とバセドウ病患者由来のリソパ球との混合培養　　　推測されよう。そこで今後の研究課題としては，より

上清によるヒト甲状腺組織内のadenyユate　cyclase一　　　高脚こ精製純化された膜抗原分画成分を用い，抗原分

cyclic　AMP系の刺激活性な指標として，　hTSAbの　　　棉と関して多方面からの相互検討が必要であろう。ま

対応抗原の分析を試みた。その結果，上記の4種類の　　　た免疫遺伝学的方法を用い，自己の甲状腺組織成分に

抗原分画のうち，50，000gpellet分画によってのみ　　　対する異常感f乍リンパ球の出現機序や，種々の治療に

c－AMP産生の有意の増加が認められた。この事実　　　より治癒したと思われる症例における免疫異常の寛解

は，バセドウ病患者の感作リンパ球から，hTSAbの　　　の誘導機序（suppressor　Tリンパ球の機能回復）を
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解明することは，x’：　－1ドウ病の病因究明に役立つであ　　　　本研究はEildocrine　Research　Lab。ratory，

ろう。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　The　We！lesle－y　Hospital　and　Department　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Meclicine，　University　of　Toronto，　Canadaに

　　　b　　　辺　結　論　　　　　　　　　　　てなされ，御指導を賜ったDr．　Robert　Volp6
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ならびにMr．　Vas　V．　Row，　M．　A．，　M．　Sc．に
　著者は，バセドゥ病における自己免疫現象の関与に　　　　深謝致します。

ついて，ヒト甲状腺刺激抗体（hTSAb）の産生ならび

に自己抗体産生に必要な抗原分析の立場より検討を加

え，次のような結論を得た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　献

　1・甲状腺粗抽出抗原刺激による末梢リンパ球の　　　1）菅谷　昭：バセドウ病における免疫学的研究，第

in　vitroにおけるhTSAb産生（％basal　c－AMP）　　　　　1篤　甲状腺抗原に対する細胞性免疫の検討，信

の平均値および標準誤差は，健康成人では100・4±5・7　　　　州医誌，27：400－418，1979

％・バセドウ病患者では187・3土35・1％，慢性甲状腺　　　　2）Onaya，　T．，　Kotani，　M．，　Yamacla，　T．　and　Ochi，

炎患者では105・3土4・3％・中棚ゾ1三腺腫療例では89・　5　　　　Y，：New　in　vitro　test　to　detect　the　thyroid

土10．0％であった。すなわち，バセドウ病患者のリ　　　　　stimulation　in　sera　from　hyperthyroid　pa一

ンパ球においてのみhTSAb産生が認められた〔，　　　　　　tients　by　measuring　colloid　droplet　ferma－

　2．パセドウ病患者の末梢リンパ球による，各種精　　　　　tioll　and　cycllc　AMP　in　human　thyroid

製甲状腺抗原分画に対するhTSAb産生能（％bas．　al　　　　slices．∫．　clin．　End。cr．，36；859－866，1973

c－AMP）の平均値および標準誤差は，抗原無添加群　　　　3）Smith，　B，　R．　and　Ha11，　R．：Thyroid－stimula一

ユ02．　3土6．1Ao，800　g　pellet分画添加群　95，　8土7．　7％，　　　　　ting　immunoglobulins　in　Graves’disease，

50，　OOO　9　pellet分画添加群127・0土8・2％，105，　OOO　9　　　　　Lancet，　ii：427－431，1974

pellet分画添加群103・4±11・　8％，サイログロブリ　　　4）Knox，　A．　J．　S．，　von　Wes　tarp，　C，，　Row，　V，　V，

ン添加群】15・4土8・8％であった。更にSO，OOO　g　pel－　　　　and　Volp6，　R．：Thyroid　antigen　stimulates

let分画には，甲状腺濾胞上皮細胞膜成分が多童に存　　　　　lymphocytes　from　patients　with　Graves’clk．．

在することが，機能的ならびに形態学的観察により確　　　　　ease　to　procluce　tllyroid－stimulating　illlmuno一

認された。なお，健康成人のリソパ球による50，000　　　　　globulin（TSI）．　J．　clin，　Endocr．，43：330－

gpellet分画に対するhTSAb産生能は97・6土9・6％　　　　　337，1976

であった。すなわち，甲状腺の50，　OOO　g　pelletを抗　　　5）B6yum，　A．：Separation　of　Ieukocytes　fr。m

原とした場合にのみhTSAb産生が有意に認められた　　　　　blood　and　bone　marrow．　Scand．　J．　clin．　Lab，

ことより，濾胞上皮細胞膜成分を多量に含有するこの　　　　　Invest．，21，　supplement　97，1968

分画に・hTSAbに対する抗原成分が存在すると推定　　　6）Knox，　A，　J．　S．，　von　Westarp，　C．，　Row，　V，　V，

される・　　　　　　　　　　　　、md　V。1pe，　R，：Th，。s，。f　cry。pre、e，v，d

　3．以上の成績を総括すると，バセドウ病患者のリ　　　　　human　thyroid　tlssue　for　the　in　vitro　assay

ソバ球から，甲状腺濾胞上皮細胞膜成分の抗原刺激に　　　　　of　thyroid　stimulators，　Ct・y。biology，14：543

よって，ヒト甲状腺を刺激する白己抗休が産生される　　　　　一548，1977

ことが認められた・この衷実は・バセドウ病の病因と　　　　7）DeRobertis，　E．，　Pellegrino　de　Iraldi，　A，，

して・自己免疫機序の関・与する可能性が極めて強いこ　　　　　Rodriguez　de　Lores　Arnaiz，　G，　and　Salgani一

とを示すものである。　　　　　　　　　　　　　　　　　coff，　L．：Cholinergic　and　non－cholinergic

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　nerve　endings　in　rat　brain－1．　J．　Neurochenl，，

　　本研究の要旨は，第78回（1978年4月）日本外　　　　　　9：23－35，1971

黎謙鍵郷建間謙濡囎笠　・・・・…h・舘・nd　R・b・・…：1・・erac…n・・

C。・g・e…fE。d。c，i。。1。gy（1978年1月，　Si。－　　calcium　with　mi・r。s・…L」s・：・a・m・difi・d　nietl・・d

　gapore）において発表した。　　　　　　　　　　　　　　　for　the　rapid　isolation　of　rat　liver　micro一

　　稿を終わるにあたり，御指導，御校閲をいただい　　　　　somes・Biochem・biol〕hys・Res・Commun・，49

　た降旗力男教授に深甚の謝意を表します。なお，　　　　　　：52－59，1972
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