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　　　1．まえがき　　　　　　　　　　　　　　　　　　　さらに甲状腺組織内因子であるPr。staglalldinSが

職榊」激因子として嚇くカ、蜘られて・・る　外1珊であるTβHやLAT助AC騨偉どのよ
thy，。id，，im。1。ti。g．h＿。n，（TSH）以外に，鴨　う鰍害1】を果たしているか，　P・・…gl・・di・・の生理

腺機能充進症患者i血1中に特異的ぼ見し輯される10ng一　　　的役割を明らかにすることは，臨床的にもきわめて興

acting　thyroid　stimulator（LATS），および最近注　　　味深い。

RされつつあるProstaglandinsがある。これらの甲状　　　　著者8）9）はすでに・牛甲状腺単離紳1胞中のACが

腺刺激物質の作用機序を説明するうえでSutherland　　　TSH，　LATSあるいはPGE　lこよって活性化されるこ

＿一
h1）の提唱したCycllc　AMP学説一ホルモン作用　　　とを確認するとともに・PGEの類似構造物質でan一

は細胞内成分であるCyclic　AMPによって伝達される　　　tagonistである’7－ox－13－prostynoic　acidや，7－

＿が適応されつつある2）－6）。　　　　　　　　　　　　　ox－・15－hydroxy・－13－prostynoic　acidがPGEによる

　このCyclic　AMP（C－AMP）はATPを基質とし　　　単離甜ll胞中ACの活｛ゾ1…化を抑制するばかりでなく，

てMg存在下で，　Adenyl　cyclase（AC）によって細胞　　　TSHやLATSのAC活性化も抑制する事実を報告し

内で甦されるが・・，C－AMPカxホルモンの｛糊罐　 たLLさらに，　PGE・n・・g・・i・・は，　dib・・ty・yl　cyclic

因子であるという立場を取れば，ACの活性化はホル　　　AMPによって刺激促進される甲状腺単離細胞の「

モソのprimary　actionであり，ホルモンーACの相　　　transportやpolystylen　latex　beadsの取り込みを抑

互関係を明らかにすることはその作用機序を解明する　　　制しないので，antagonistは，甲状腺のAC～Cyclic

第＿の鯉いえよう。　　　　　　AMP（C－AMP）系に｛動・・た糸課，　l！l　ll螺を辮し

　しかしながら現在の所，甲状腺のAC活性化機擢1　　たものであることを示唆した8）。

購とんどわか。ていな・・．TSH，　LATS，　P…一　上記の成績力・曙都甲状腺のAC灘化の「e’”

taglandin　E（PGE）がいずれも共通してAC～C－　　cept。rに関して次の様な可能性を推論した。1）TSH，

AMP系を刺灘進させるとしてもポリペプタイドで　LATS・H｝Eは共通したrecep・・r　sit・を持ち，

あるTSH，一働IgGと教られるLATS，また不　・…g・ni・t綱一細・働いて阻害作脆示した，

飽和脂肪酸であるProstaglandinsなど著しく化学的　　　2）三者のreceptor　siteは異なっているが，　TSH，

構造の異なる物質がはたして相互セ・どのような灘化　LATSはPGEを介してACを融化しan‘ag°nist

機榊通じ，C－AMPを上昇させるのであろうか？・　は・PGE捌・制した結果TSH，　LATSのAC灘

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　233
　No，3，1972



佐藤誠也

化が二次的に抑制された，3）TSH，　LATSのAC活　　　31ne～4認のNaHCOaで充分浮遊させた後，　SW　25

性化にPGEは介在せずantagonistは，110ne　spe－　　】・oter用tube　3．本に分注し，各tubeに63％su－－

cificにTSH，　LATSに対しても阻害作用を示し　　　c・ro・g．・e　10認を加えて混和する（density約1．22）。以

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　下，dellsity　1．20（7mの、　t．18（1C）lne），1，16（r）lnの

　上記の推論を明らかにする1二［的で本稿では，ACの　　　を静かに電層する、，遠心分離はSW　25　roterを用い

局在するといわれている甲状腺plasma　nnenibrane　　て24，000　rpm　2時間，4℃以下で行なう。　density

（P・M．）を分離し，ACを部分的に濃縮するとともに，　　　1．18と1．16の中間層に分離されるP．　M．をガラス毛

単離細胞よりも，よりホルモソreceptor－－ACの単純　　　糸ill管で静かに捕集後（density　1．18層に分離される

化された条件下で甲状腺刺激物質のAC活性化にお　　　mitocbondriaのcontaminatiol1に孟1三意する），適量

よぼす相互関係を単離細胞突験の成楽itlと比較検討し　　　のNaHCOs液を混和してP．　M．を16，000　rl）m‘　30分

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　間で再沈渣させ，さらにNaHCOsで洗灘する。分離

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　したP．M．はただちに少：量のNaHCO3で浮遊させた
　　　2・方齢よび材料　　　　‘　後，d，y　ice・一・acet。。eで繍し一2・・C～－8・・Cで保

　　1）牛甲状腺plasma　membraneの分離方法　　　　　存する。30Yの新鮮甲状腺から，最終的には7～19㎎

　P、M．の分離はYamashitai°）らの方法を一一部改　　　のP，　M，が得られる。

良して行なったので，その大略を表1に示した。ガ吟　　　　　2）各酵素活性の測定

した新鮮な牛甲状腺約309を細かく切片にした後，約　　Aclenyl　cyclase　assay：Zor4）らの方法に順じて行

300meの1mM　NaHCOB（pH　7．5）によりDuallの　　　なったが，基質AT32P－・αから産生されたC－AM82P

homogenizerでhomogenateを作る（hQmogenize　　　の分離には，　Almina　colum11とKrishlla法を併用し

は4『G以下で10stroke以」二二行なわない様注意す　　　た著者らの改良法11）を用いた。　incubation　nledium

る）：homoggnateは，4重ガーゼ（又はNo．40か　　　は50μ4の40　mM　Tri5－HCI　buffer　pl－1　7，8で，3x

単g吃・120のcheese　cloth）でろ過した後，800　rpmで　　　10”3M　ATP，　ltiC　AT32P・α（lnternationa正Chelni－

25分間冷凍遠心する。上清をさらに2800rpmで25　　　cal　Nしlclea．　Co。），3．5×10“3M　MgCl2，10－2M　The一

分間冷凍遠心後，沈渣を約150meのNaHCO3で洗牒　　　ophylline，4×10－8M　C－／－AMP（除くこともある），

した後，2800rpmで25分間再遠心分離する。沈澄を　　　0．1％Bov｛ne　Serum　Albuminを含み，さらに，

．表1　　　牛甲状腺Plasma　membraneの分離

　　　　　Thyroid　Tissues（minced）
　　　　　　　　　　　↓
Homogenate（Duall）：1mM　NaHCO3　pH　7．5　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　↓
Filtration　and　centrifugatio11　（800　rpm，　10　Mill）

　　　　　　　　　　　↓
1　　　　　　　．n，、1．　　　　　一…’一’『1…rm’…団一’……一一』一一……．幽脂’…．…r’’”……一’『’…’i

　　　　　　　　　　・F・・　’・‘c：　：・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Prec1P，

　　　　Sup・　　・s．、1、，　　　　　　　　　　↓
　　　　　・・・…f・g・．（16・…p・・・・・…）　Mixed　with　63％Suc「？e　s°L（De’ユsity：1邑22）

1　　　　｝　　　　　　　S…。・eg・adie・t（D・n・ity・1・20，1・18・1・16）
S・p．　　　Precip．　　　　　　　　　．　　↓
　　　　　　　　　　　↓　　　　　　　　　Ce・trlf・ge・（240QO・Pm，120　mi・・）

S・sp・nd・d・・d　ce・t・if・g・d（1000・pm，20mi・．）　　　　　．↓

　　　　　　　　　　↓　　　　　　　　　　　　M・t・rl・1s　i・t・rfa・・
　　　　　　「一｝………旧．……－1　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　一一

S・p・　　．．∵．、・淵、　　　　　　　　　P・ecip・（B・i・）
↓・・n…f・g・（卿b・i」m，25mi・・）　．　　　↓，

　　　　　↓　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一一・
　　　　pent「ifuge・（16°°°「1〕m）　　　・・11…．一・　P・1（1．・22）

SUP．　Pellet’s　I

・・P・ @P・e…（…c・rd）　｝PLA・M・M・M・・AN・1（1・18－1・16）
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generation　syste皿としてt　2×IO－2M　phog．　phoenol－・　　　mmol）はInternational　Chemical　and　Nuclear　Co．

pyruvate，250μ9加4　pyruvate　kinase，250μ9加6　　　から，また8H－C－AMPは，　Schwarz　Bio－Research

MyokiIlaseを含む。　incubationは，50ptg・vlooFty／50　　　から入手した．

μ6のP．Mを加えて37°C，10分間行ない，反応は3

分間煮沸して停止した。産盤三されたC－AM32Pの回　　　 3・成　績

収率は，各tubeごとに，3H－C－AMP（Schwarz　Bi。－　　　　　1）牛「fl状腺P．　M．の分離とP。　M・中

Research　Inc．）を反庵；終了後，　incubation　medium　　　　　　AC測定法の検討

に添加して測定し，最終的にC－AM32Pを回収率で　　　　牛甲状腺のhomogenate及びP，　M中の種々の酵素

補正した。　　　　　　　　　　　　　　　　　活性を比較検討した成績は表2に示した。P・M，

　その他lNa・－K…ATPase活性1はStanburgユ2）らの　　　を分離すると，1），　M，の結舎性酵素といわれている

方法，5ノーN　ucleo　ti　das　e活1差kほ，　McKeeli3）らの方法，　　Na－K－－ATPase，及び5’－Nucleotidase活性は，　hom－

Cytochrome　C　Oxidase活性の測定はWhortonl4）　　ogenateに比ll変して各々，32・4倍，8・5倍に高められ

らの方法によらて測定した。またphos　phodies　terase　　た。　Cytochrome　C　Oxida，　seはほとんど検出され

活性はaH－C－AMPの加水分解を指標とするBas　一　　　なかったので，　mitochondriaのcontaminationは

tomsky15）らの方法によって行ない，未分解のC・一・AM・1）　　きわめて少ないものと思われる。一・方・phosphodie－’

の分離は，著噺らの方法を用いた。牛TSHは、　　　sterase活牲砿homogenateよ1）も若干低値を示し

Armour社製のThytroparを使用した。Prostaglan一　　　たが，得られたP．　M．によって必らずしも一定せず・

din　E2は，　Dr，　J．　Pike（Upjohn　Co．　USA），7－－ox－　　homogenateよりも高値を示す場合が認められた。

13－prostynoic　acidは　Dr，　J，　Fried（Chicago大　　　　　　2）RM．使用時のAC　assayの検討

学）より提供されたが，いずれも使用時0．11neの＝一　　　従来，　homogenate中のAC活性測定にATPの

タノールに溶解後，0、　9m6のNa2CO3（O．　210P／紹pH　　　generation　systemとして使用して来たphospho－

7．0）で稀釈した。LATS－lgGは，　Baumstark16）の方　　　enolpyruvate（PEP）十1〕yruvatekinase（PK）の

法に従い，DEAE－Sephadex－A　50カラムクロマトグ　　　s　ystemとPEP十PK十Myokihase（MK），　Crea’

ラフィーで精製したDTSH　Bioassay（McKenzie法）　　　tinephosphate（CP）十Creatille　phesphokinase（C

で測定したLATS－lgGα）活性をlr（t　1・1・T　ISII放M二1カ・ら　　　PK）の各systemのいずれが最も適しているか比較

みると，その増加率は，（3920土380／Q．5㎎protein　　検詠fした。結果は図1に示し痙様｝こ・ACの、basal

weight）であったゆLATS－－lgGはさらにSmith17）ら　　　leve1（control）にぼ各systemの間で，4寺に差は認

萌灘よりi，。，lect，i，　f。cusi。墓で精製したが，　められないが，．TSHに対するJSC応性はMKを励1し

このLATS－lgG分画1よ　DEAE－Sephadex－A　50に　　　たsystelnが最も高く，最遡の方法であると考えられ

より精製したLATSに比較して約50倍のspecific　　　た。
activity（3760　±　260／〔）．01㎎Protein　wUight）を示し　　　　次にTSHにょり活性化されるP．　M　rlドのACに及

た。　　　　　　　　　　　　　ぼす鰍の濃度の基質ATPの影響について検討
　AC　as　sayに使用したAT82P・一・av（500－－2000”mcノ　　　した。　incubati‘m　mediun1に1μCのAT82P般

表　2　　　　牛甲状腺P．M，中の酵素活性

　Ellzyme　　　　　　　　H‘）mogenate　P．　M，　P．　M，／HomQgenate

Na－1く一ATPase（1）　　　　　　　　　　　　0．17　　　　5、71　　　　　・　32．tt

5’Nucleotidase（2）　　　　　　　　　　0．4　　　　　3．4　　　　　　　8．5

Cvtochrome　C　Oxidase　（3）　　　　　　　　　0，01　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　一

Pllosphodiesterase（4）　　　　　　　　　　　84．4　　　　　7〔〕．6　　　　　　　　　　一

（1）　Optical　Density／hour／1url　protein

（2）　tt　11101／hour／昭protein

（3）　ηlg　PO4／h〔川r／η幌Pl’otein

（4）　％ひへMP　hydrolysed
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　従って4℃以下の条件下で木酵素の分離操作なすべ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　て行なう必要がある。

　　　　　　　　　　　　　　　　ww　　　　4）各SubfractionにおけるAC活性の比較
PEP◇　PK @PEP＋M〈＋MK　CP’CPK　　　各，。bf，ac、i。nセ・繍るACの・pecific　ac亡i・ity

　　　躍識潔e膿「uvate　　　姻・…示・た・・…pm・・11・・ではA・灘の
　　　MK，my。ki。a，e　　　　　　　b…11・v・1がh・m。9・na・・の約3・7倍・TSH反応
　　　CP：creatine　phosphate　　　　　　　　　　　　　l生｝よ3．7倍とillll者ともほ々ま1司率に高まっているカ㍉

　　　CPK：creatine　phosphokinaf　e　　　　　　　　p．　M，では，　bag．　al　leve1がhomo冨enateの5．2倍1こ

　図1A（lenyl　Cyclase　Assay　lこおけるATP　　　対して，　TSH反応1生は，14・7倍と急激に高まった。

　　　generation　systemの比較（P・M・）　　　　　　　すなわちP，　M．分画ではTSH反応俄のACが特異

（約、。一・vM）と耀識のATP　1・…Mから1・一・M螂　鵬濃縮されてV’ること蛎す・tS　／s　E　u　c「°se　9「a”

加し塒のTSH　5°m　U／・atこよるAC活1靴姻2　　　　，．A，，・・p　P，。d．，ed、p。，。g　P，。t，、，

に示した・・の際m・di・m　iキ1のM・Cl・　E　x　1°－BM　　　。　　　1。。。　15・・

存在下ではATP添加により明らかにTSHに対す

るACの反応性は増加し，2～4×10唱でほぼピーク　　　　Homogervate

に達した。それ以上の高濃度のATP添加ではむしろ

TSHの反応性は急激に低下した。　　　　　　　　　　　　800　5Perets

．E　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　P，M，
岩

慰oo）　　　　　　r3

tk、。。　Xm：3其1°　　　　　24°°°sgm…
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　52510Q　500
　　3）P．M．中AC活性の安定性　　　　　　　　　　　　　　　　　　TSH　mLl・rcc

　甲状腺のhomogenateあるいは，組織切片を用い　　　　図4P．　M．中Adenyl　CyclaseのTSHに対

た実験でもACが朱活しやすいことはすでに指摘さ　　　　　する反応曲線
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dientの際得られたpelletにはほとんどAC活性は　　　　　2）subfraction中ACのTSH，　PGE2に

認められなかった。　　　　　　　　　　対する反応性
　　5）TSH　d。se　re，P。。，e　curv・　　　　　上記の鋤に用いたP・M・劇識甲状腺h・m°gen一

伽のTSH濃度に対するP．・M，　，／1・・のAC反応Mlt／u：　Elteの300・pm滋から抽　紛｛雛した4・ので，3000

f【i1線を図4に示した。　TSHの最少感度は0．5彫σ／me　　rpmの上清にPGE2に反応するACが分離されて

であり50mU／m6以上ではほぼ直線的にAC。よ活性　　　いる可能性がある。このため図6に示した様に3000

化される．，欄で示したh。m。9，。、・，・i・・のAC灘　・p・・．晴をさらに，16・…pmで遠心分離して徽

化砒較して明らかなようにP．M沖ACのTSH　p・11…le・1’G　E・1・皿5Mを漁してAω舌髄測

反応性は，きわめて高く，そのspecific　activityは　　　定したが，　TSH，　PGEによるAC反応性のパターソ

h。m。9，n、，，の約15～3・倍であ。た。　　　　はP・Mの場含と阯んど変らず特・にPGE・剛レ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　て反応性の高いAC活性は認められなかった。また

　　　　4，TsH，　LA“rS，　PGEによる牛甲状腺　　　　　sucrose　gradientの段階で遠心分離24000　rpmによ

　　　　P．M，中AC活性化　　　　　　　　　　　　　　り得られる沈渣Pelletls五セこは，　TSH，　PGE2反応

　　　1）TSH，　PGE，による4岬状鳳泉P．　M．…i・・の　　｛物AC活1　・臆とん瑠められなか・た・

　　　AC活性化
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9

醤1状　騨辮　111包・1・・のAC灘統分上昇させる濃　き，。

度10－4－・10－－sM（TSH　10mσ～100，，・晦6に1脳）　　％

のPGE、を用いP．　M・．レI　AC学甜に灘す影響鹸討　萎・

した。図5樋澱のTSHやPGE・搬与し醐　 ≧，

合，RM中のAC灘カミど獲化するか赫したも　§
のである。PGE2は10一6Mの濃度で若干controlよ　　　1＝4
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　a
りもP・M・のAC灘kを」・昇させる・しかし単醐li　戯

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　rn胞でほぼmaximUmオ〔反応を引き起すPGE210．『’　’tM　　　象
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　く
齢え・てP・　M・のACを刺激しなかった・こ演く　6°・．．・g，na・・P・ll…IP…熟、，．．，．・・et・…ll

らべTSHは使用した全領域においてP．　MのACを　　　　　　　　　　　　　q6Q。O　rpm）

刺激したc，すなわち，PGE2はintact　cellのACを　　　　　　Pellets　L］［は表1説叩を参照

刺激しないのに対し，TSHはそのいずれの場合にも　　　　　　SE：Standard　Error

ACを刺激することが明らかに．なった1’b　　　　　　　図6TSH，　PGE2によるsubfraction］lt
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Adenyl　Cyclaseの活14三化

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3）TSHのP．　M．中AC活挫化に及ぼす

　岳　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　PGE2の影響
亀・

‘、

ξ

忌3

／72

隻1

80

135E

コ
E 曽

09工甲の　　oトー　　門
皇9でo

F

孚LI？o住

石 N り
」 田

　コ@E@o　ヂ　O　　o　F　　　　F

ﾝ器‘

芒ou

．　　　の

｡．■

｡，

E　　　，

　⊃@E
@8’？　r回　　　　　oo　工　　響一

τ　ド　o
潤@　　　口・

普@　：．‘

@　，．

■　「　．

C　．　，

轟　ぱ1　四
j　　ト“　ω

W　　ま

●　5　■　，
，　　， ．　　　．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　した後，TSH群にはPGE2をPGE2群1こはTSHを

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　さらに添加して37°Cで10分閻incubateし，　P．　M，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中AC活性を検討した。成績は図7｝こ示したように

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　企くpreincubationを行わずTSH　minimum最

　　　　　　　／’♪～、一一　　　　　　　　　　　　の10mU／7ne，　maximum最の100mU／me及びPGE2
　　　　　，ロ　　　　　　　　　　　　　’oPGE2

－　＝－c「　　　　tt　　　　H°m°9enate　　　　　　』10　一一　roMを各々単独で添加した群（No　prein¢ubation

　　　　1　　　5　　　25　　1°0　　5°o　　　　群）に対し，preincubation中，なんら添加せず，

。＿rTr一・・、㈱・τsHmり‘こ 奄獅モ撃撃aE…nで・・H，・G・・を同時・・添加した群（・・

…・T・H…m・・r）・…一・・PG・・ @灘｝1覇垂諏認謙器磐徽
図聯課耀轡RM中 ｫ謝課欝濫撮先麟
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値を示す傾向を示したが有意差はない。またTSHで　　　をP．　M，に添力llすると，図8の様に，　AG活性はcon『

preincubationした後，　incubationでPGE2を添加　　　trolあるいは110rmal（N）…lgG湖ミ加の場合に比較し

した群もPGE2前処澱とほぼ岡様のC・－AMPの上昇　　て増加が認められなかった。またisQelectric　focし1一

がみられた。以上の成績からTSHのP・M・中AC活　　　si119（1。　R）で高度に精製したLATS　（LATS　一一　lgG

性化には，PGE2はなんら有意の影響は及ぼさないと　　　の50倍の力（［lli），0．05η塀から0，　1　7ngの添加でもAC活

思われる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　性の増加は認められなかった。

　　　　　　　　　　　　　気　　　　　　　　　Ut　　　　　　5）TSHのP，　M．中AC活性化に及ぼコ鞠PGE2
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　　4）LATSにょる牛甲状腺P，　M，中のAC　　　　　　冨

　　　活性化　　　　　　　　　　都
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヒ
　牛甲状腺単離細胞中ACの活性化の際，　maximum　　　窓　2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　な
量の反応を示したLATS－lgG　O，57解から1011塀／tube　　　遷

　a
醤1°　　　　　　　　　PY、・7－・x－13－－pr’…yn・i・・c・・

　冥　8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TSH：mU／me　　　　　　　　　　　　　I

E　　　　　　　　　　　　　　　　SE：Standard　E…，・
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｛　0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ホルモンのprimary　actionがACの活性化にあ

　　　　　　　　毒嬰量i“・・…酬ヒさ・i・る・…鵬は…h・・1・n・らの

　　　　　　　　　　　　　　　」　　　　一　　　　　　　C－AMP説Dによって導かれた。この概念は，その後

　N円lgG：normal一lgG　　　　　　　　　　　　　　　　　　PastanユS）ユ9）らが報告したtrypsin，　phospholipase　C

蹴慧S：：r器1諮器ぼ鷲繭1櫻　騨甲状醐片ではもはや・・H・・よる・・活・・

　SE：Standarcl　Error　　　　　　　　　　　　　　　化が起らない事実や，巨大分子化したACTH，　Insu・

　図8LATSの牛甲状腺P．　M．中Adenyl　　　　　linでもなおホルモソ作用効果が発現するなどの成

　　　Cyclase活性に及ぼす影饗　　　　　　　　　　績20）21）からホルモンは細胞内に取り込まれなくても作
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　　　　PGE2のantagonistである7・一　ox　一　13　一　pro　g．　ty　no　ic

　　　acid（P．　Y．）がどのように作用を示すか検討した。

’　　　　P、Y．5ttg／meをTSHと同時｝こincubation　llledi－

　　　　umに添加すると図9に示したようにPY．はTSH
　　　　のAC活性化にはなんら影響を及ぼ・とずま1二1：1…i状腺単離
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用することが実証され確実視されるようになった。　　　　痛感した。ACの不安定Mtはreceptor　siteカミ機械的

　ACがplaE　ma　membraneに局在するという導　　　操作によって壊れやすく耐熱性に非常に乏しいことに

実は最初erythrocyte22）や肝糸1正1胞膜23）の実験から明　　　由来しているためP．　M．分離にあたって4℃以下の

らかにされた。甲状腺についてはStanburyユ2）らが　　　低温下で全操作を行うこと，　homogenizerを選択し

Wallach24）らの方法を用いてP．　M．の分離を行ない，　　　手動でhomogenizeするなど厳守する必要がある。

分画中にNa＋－K＋一・ATPaseが濃縮されることを見い　　　　P．・M，使用時のAC　assayを行う場合には・hoino－一

出したがTSHに反応するACを証明することができ　　　genateやスライスなどの場合と異なりP．　M中に

なかった。しかし最近Yarnashltalo），　Wolffs5）らが各　　　ATPase含有燈が異常に高まるためincubation　nle’一

々異なった方法でTSH反応性のACをP．　M，中に濃　　　dlunl中に基質ATPを10”3前後添加する必要のあ

縮したが，今回，著者もYamashitaらの方法｝こよ　　　ることを指摘し，　generation　systemとして，　phos一

って牛甲状腺からP．M．を分離しP，　M．中にTSH反　　　ph。enol　pyruvate－－pyruvate　kinase－myokinaseが

応性のきわめて高いACが存在することを確認した。　　　最も適していることを明らかにした。この際ATPは

前二者の分離法の相違は前者カミ，3000rpln瀕査す　　単e：generati・n・yE　temを有効セこ維持させるためば

なわち核分画からP，　M．の分離を行っているのに対し　　　かりでなく，ACに対してeffectorとして働く可能

て，後岩は3000rpm上清から分離をすすめているこ　　　性が推察された。

とである。したがってWolff35）らは，　mitochondria　　　　古くから，一つの概念として知られてきたホルモン

のCOntaminationを最ノ1・にするため繁雑な操作と長　　　reCel）tOrの機構すなわち薬理学的定義の上から区別

時間を要する欠意があり，その上極めて熱に不安定な　　　されるカテコーラミソの作用におけるcv“一，β一一recep－

ACの失活を招きTSHに対するACの反応性も著者　　　torの概念に，　Robisonら28）は，　ACの活性化機構を

の成績と比較して劣っている。著者の成績では50　　　あてはめて，より実体的な意義を与えた。ACは一種

mU／meのTSH添加によってcontrolの4～5倍に　　　の復合酵素と考えられホルモンの種類と蜷を感知する

AC活性が高まるが，　Wc）lffらの場合，約2倍の増加　　　receptor（regulatory　subunit）と，　receptorによっ

にとど覇っている。　　　　　　　　　　　　　　　　　て活性が抑制されているcatalytiC　subunitから成

　P．M，のmarkerとしてNa－K－ATPase25）および，　　　り立っていると仮定した。

5！－Nucl，eoticlase26）の両酵素が指摘されているが著者　　　　」二記の仮説は最近t　Sutherlandi）をはじめとして多

らの分離したP，M，中のiillj酵素活性は，　h（，m‘〕gellate　　　くの研究一者により，脂肪組織のliPolytic　response

のそれに比較して，10数倍に濃縮されておりYania－一　　　におよぼすepinephrine，　ACTH，91ucagon，　TSH，

shitaiO），　WoIff35）らの成績とよく一一・致している。しか　　　LHなどの作用効果27）29）や心収縮増加so）におよぼす

も，P．　M，　i・iitr，：mitochondriaのs　pLiCifiCな酵素で　　　udrenergic　1）lockillg　agelltsやC－AMPの影響など

あるCytochrome　C　oxidaseがほとんど検出されな　　　の面から奪燵証されつつある。

かったことは，分離操作中最もcol）talllillElteしやす　　　　著者は，牛甲状腺単離細胞に，　TSH，　LATS，　PGE

い1nitochondriaがP．　M．分画から能率良く除去さ　　　のmaximum　j甦を同時｝二添加してもACは3者の相

れているといえよう。　　　　　　　　　　　　　　　　加的反応として活性化されなかったことからTSH，

　Jarett27）らは脂肪組織から分離したP．　M．には　　　LATS，　PGEに対応するAC（catalytic　subunit）は

phosPllodiesterase（PDE）活性は認められないこと　　　単一であることを示唆するとともVこ　8）・PGEのan”

を報告しているが，著着の成績では甲状腺P，M．中　　　tagonistがTSH，　LATSのAC活性化におよぼす抑

に明らかにPDE活性が誌められる。しかし甲状腺　　、制作用から甲状腺刺激因子のreceptor　siteについて

P．M．中のPDE活性は，　homQgenate中のそれと　　　3つの可能性を推論した8）9）。

specific　activityの上でほとんど有意差が羅められ　　　　今回の実験成績によると・牛甲状腺単離細胞でみら

ないためPDEがP．　M．に結合した酵繋とは考えにく　　れたPGE2およびLATSによる著明なAC活性化が・

い。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TSHに対してきわめて反応性の高い牛甲状腺P．M．

　ACが極めて不安定で失活しやすい酵素であること　　中のACではほとんど認められない事実から，第一

が本酵素の分離とその本体の究明を著しく遅らせた　　　の可能性は少ないと思われる。さらにPGE　2で前処

が著者も今同のP．M、分離にあたって上記の寓実を　　　理したP．　MにTSHを添加してincubatienしても
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。，Hの。、灘価，G。畑・［1の・，　M・・対す・　化郁け・T・・と・AT…ecept・rの継を

’，SI－1の購と儲融瀦ない鰐｛。・」、　己a）ti｛【1論　推｝論している・すt…’2・’Pち，　TSH感受肋P・M胞

を＿職持。ている．そ。で…，・AT・，・G・が　LAT…よ・て肖1拠理するとTSH闘するAC娠

各。欺。た，ecept。，，・・。をオ寺つとす硫らば，　離・靴く1聯llされること観咄1・た・しかし’、

TSH，　LATSのAC灘化にPGEが介耐るとい　・のLATS…よる雪∫ll　l撚Lineweave「－B喧．の

う獅明能隙P．M．の実験かレ彫えにく　pl・・では夢卜搬醐害の・イブを耐ことからi儲
いよう、．思わオ、る．す締胎回・）鰍で・・LI・1・・at　酪・蹴・たrecept…’t・崩ち・LATSによ至

，G。、。よ。て囁｛生化翻・ない・・醐しく活性化　抑fi・Ue＃：　LA・1－Sカ・膜・・齢すること1こより麟造を3’：

する。と醐らかであ・ため，・・H・・騨独で・・H　㈱に変化させた蘇であろうと擶していヨ・・轡

剛して，pec、f、。なrec，p、。，と縮する・と1・よ　TSHと・ATSとの閥・・は作購｝柳百で撒が鵬

濫鰹A酬三化繍力糊ることは間欝獅；涛灘繍鐸職
しかしながら澱近Yusi）ら｝、k岬状皿騨辮ll胞　るという今1珂の麟齢後LATS襯にと・てきわ

中のPGEzおよびPGE2がTsH　lo7％ひ／酩からloo　　めて興味深い。
剛。6によ。て、。。，，。l　l。v，1の3・％から8・％増加　聯糸lll胞とP・M・を用いた離みられるPG堕

す、・とを，。d・。・m－・a・・ayで明らかにしてお・，・蝋1・i・化の腱剛ll猷・讐たの飾ろうか2・まず

。の際，1。t，1。・，・。g・。，m。ne（・H），　h・…9・・wt・　鞘らV・L　1）GEに対して麟｛生呪いACがP・M』

、。，m。n，（HG。），。dren。、。，…。t・・p・・h・rl・…e　の艦過程で他の分画・・融された磯髄盤えた・

（。、TH）瞭効であ。たと縮して…。また・、　M・　…脚・・酬1泉h・m・9…t・の39S）°・pm齢松

、。、、．．PG。のprec．r、。，であ。。，ach・d。。・c　a・・d・・　わち，核頒から・・M・・）分肉1断・な・ている識

膜の轍。分として存在してお・・…，今1・1の縮・実　の耽者・…5’のほとんどが・i…h・・d「ia．の頒些

験で鞭肌姓甲撒・．M．・・PGEが擁しない　・・M・を分離している点か騨て，脳細ACカ’

という醐｝蜘、。　　　　　　・・…p・L潮障存在している可能性が崎し
もし。。らの囎藤実とすれば，TSHのAC活　かし著者が，・・…1・・備から　16°°°・’1’Mで得られ

｛生化繍。醐錨合・て伝達するrecept・rと・　る1・ell・・婦・て蝿・G・1・二よ党AC灘燦

。，Gの合1勲髄U繊的、・雄り一る・・cept・・の　瑠められt・か・た・従・て⊥・記酬能1必i・は縦練

　：つの経路が存在す翻能性は石淀できない．P、　M　よう・次tr・・1・’・・M・の胴‘…過程でPGE　，）の「ecel’t°「

鞭附るAC　ass、y・・，・，　recel・t・r－A・灘・・限・　・・…編・鯛制萄・糊・る・織，．肝P・呼’

てみると櫛騨靴され燃験条件といえるが卿　中AC融劇するACTH，・’uρa・°n・ePlileph「’ne

揃誹生理的条件下での・・灘化を観察してい・　・）反劇鮒鰍il皆で知泌が，そ曙興各〃

襲盆li盤纂讐辮筏駅：、撒齢　謙黙賦1欝・・蒜諺・：鼎1鷹

AC瀧化麟が存在するのかもしれない．一艦在　弾辮［il胞を用いた撒・こよると，　TSHに対するA『

の麟で聯三の可能性すな牙。ち・・H，・AT・，　PG・　殿・性力・失棟ていてもPGEに充分反応す翻硬

購唄な。た，。cep・。…t・と齢して、共肌た　多く1むしろTSH砒較してPGEの「ecep亡゜「1’
A、（、a、、1y、、、　s．bu。・，）媚i｛！，化し・G・・…g・・i・．・　蜷しているようにみえる・さらに，　RM，の分離過

はTSH，　LATSのAC活｛　，イヒに対しても…espe一　程で斜舌力・最繍こりやすい・・c…e・radiel1し畷

。ifi、醐」制轄赫したものと擁るのが最も合理　働遡ナたpe11・・1樋でも，　PGE　ve’S’寸するAC反

的と思わ泌。　　　　　　　　応1生はきわめて低いなどの融力’ら1PGEの「eceP一
　　しかし，an，。g。ni、t　em，　P，・M，の撒ではTSHの　…のみが　寺隙壊さ派とは叡難い・韓1］旨肪／tlll

λC活｛蜘。なんら影響を灘さな・・ためその1　ll舗　胞・・みられるPG・のC－AM・産生抑　・ile＃z　b・・ke・

位はT、Hとrecep・。，の縮苫1　位に醸働い艦果　ce11で耀められない・とから・PGEの抑flill作醗

でなく酵融ものであろうと擦される。　　現・・胱全な麟造が腰であるというR・mwel133）
　　Yamashita34）らは著者と異なる観点からAC活性　　　の研究がある。甲状腺でも同様の可能性が考えられる

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医言志　VoL　20
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が，甲状腺homogenateではPGE2によって明らか　　　　このような多様なPGEのTSHにおよぼす相互作

にACが活性化されるのでその可能性は少なく，　　　用を解明するためにはP．　M中ACをPGEが活性化

従ってhomogenate中では存在するなんらかのco一　　　しない原屡1の追求（intact　cel1とbroken　cel1の間

factorがP，　M．作成中に除去され，　PGEのAC活性　　　にみられる差異）をはじめとして，人血中あるいは甲

化が起こらないと考えるのが最も妥当であろう。　　　　　状腺組織中におけるProstaglandinsの生理的変動を

　甲状腺機能充進症患者血中LATSもPGEと同様　　　確実に把握することが今後の課題であろう。

P．M．中のAC活性化を促進させなかった点でW。1ff

らの成績と一致し，LATSによる促進を認めたYa－

mashita34）らの成績を確認出来なかった。

　上記の不一致の原因としてP．M，分離法の相違や分　　　　　　　　　　　　　まとめ

離したP，M，のTSHに対する感度差を上げることが　　　1）牛甲状腺より分離したP．　M．中のNa－K－ATPase

出来るかもしれない。　　　　　　　　　　　　　　　活性はhQmogenateの約32倍，5’－Nucleotidase活i生

　しかし著者らはYamashitalo）らと1司じ方法でP・　　は約8，5倍であった。またCytochrome　C　oxidase活

M，を分離し，しかもこのP．M．中ACは50mU／紹　　　｛生はほとんど検出されなかった。　phosphodiesterase

のTSH添加でcontrolの5倍に増加しており，　　活性は一般にhomogenateよりも低値を示した。

P，M．分離法の相違やP，　M，の感受性の差は存在しな　　　　2）P，　M．を使用する場合のAC　assayにはATP

いと思われる。しかもDEAE一カラムクロマトグラフ　　　generation　systenlとしてphosphoenol　pyruvate・’

イーで精製したLATS－lgGよりも5倍の力価を示す　　　pyruvate　kinase－myokinase系が最も効果的であっ

isoelectric　focusin9で精製したLATS一工9Gでも　　　た。またincubation　mediulnに添加するATPの最

AC活性化が起こらないことから考察し，単に感度の　　　適量は，3×10’8M　MgC12に対して2’－4×JO－’BMで

養のみに起因しているとは考えられないであろう。一　　　あった。

般にLATSはTSHと異なってin－vitroの実験で　　　　3）P．　M．分離過程でACのTSHに対する反応憾

は甲状腺刺激効果がきわめて野弓い。例えばAC　は3〔｝00・pll・p・lletでh・m・9・n・・t・の約3・7倍に過

assayでもhomogenateを使用するAT32P法では　　　ぎないが，　P．　M．では14．7倍と急激に高まりACが特

LATSによってACの活性化は認められないが，生　　　異的にP，　M，分画に濃縮されることを確認した。

理的条件により近い組織切†のAd・・ine－・・Cラベル　　4）P．　M，中のAC灘臆TSHのO・　smU／meから

法でACの活性化がはじめて認められるd「）。以．k：の様　　　500mU／m6の間でTSH濃度の増加に伴い上昇した。

な事実から考え併せるとLATSのP、　M，中AC活性　　　P．　M．中ACのTSHに対する反応性はspecific，

化にも先に述べたPGEの場合と同様なんらかのco－　　　activltyの」：からみてhomogenateの約15～30倍に

factQrか，または完全な膜構造が必要である可能性　　　高められた。

も否定できない。今後さらに詳細な検討が必要であろ　　　　5）PGE210－oMから10－4M，またLATS－lgG

う。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．5昭～1㎎／彫およびLATS－lgGの50倍の力｛illiを示

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　すisoelectric－focusingで精製したLATS　O．05㎎～

　以上，甲状腺刺激物質のprimary　actiQnである　　　0．　i卿認によってもP．　M「．1・1のACは活性化されな

AC活性化，特にreceptor機構について著潜の成績　　　かった。

を述べたが，TSH，　LATSのAC活性化における　　　　6）P．　M分離過程でえられたsubfraction，すなオっ

PGEの生理的役割については複雑で，現在の段階で　　　ち3000　rpm上清分画ならびにsucrose　gradientの

は統一的に説明することは園難であった。おそらく　　　段階でえた24000rpm　pellet分画にはPGEに対し

PGEはTSH，　LATSのAC活性化を増強的に促進　　　て反応性の高いAC活性は認められなかった。

すると思われるa6）が単離細胞ではPGEの量的変化に　　　　7）PGE2で4°C，30分間前処理したP．　M，にTSH

よってはむしろTSHのAC活性化を抑制する場合　　　を添加した場合と，前処理を行わないP．　M．にTSH

もあることが指摘されている8）。従ってPGEには，　　　を添加した場合のTSHによるP．　M．中AC活性化に

2っの相反する作用効果がありTSHの刺激作用を　　　は有意の相違が認められなかった。

regulateしているのかもしれない。　　　　　　　　　　　　8）TSHによるP．　M．中AC活性化にPGEの
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