
113

信大.医短･紀要
Vo122, 1996

サイログロブリンおよびその合成ペプチド抗原に

対するバセドゥ病患者T細胞の反応性

加藤亮二1',奥山英理子2',亀子文子1)

春日好雄2),吉沢　要3),降旗謙一4)

Reactivity of the TICells in Graves'disease to human

thyroglobtllin and synthetic peptides

Graves'disease is a common organ specific disorder characterized by immune response

toward a number of thyroid proteins including thyroglobulin (Tg) , thyroid peroxidase

(TPO) , and TSH receptor.

Although considerable progress has been made in understanding and mapping the response of

autoantibodies to Tg, much less is known about recognition of Tg by pathogenic T-cell in hu-

man diseases.

To identify such reactions, we analyzed the proliferative responses of T-cells in the periph-

eral blood (PBMC) to Tg and to synthetic peptides.

Nineteen patients with Graves'disease, 2 patients with chronic thyroiditis , and　5 normal

subjects were studied.

PBMC from 4 0f the patients with Graves'disease reacted to Tg. Their reactivities to syn-

thetic peptides were less than that to Tg.

This may lead to a design of more accurate and specific diagnostic assays for the cellular

immunity to the thyroid antigens in autoimmune thyroid disorders as well as to the develop一

ment of specific immunotherapy for the disorders.
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tides (合成ペプチド)

はじめに

バセドゥ病の患者血清中には,甲状腺自己

抗原に対する自己抗体が存在する.また,マ

ウスなどの実験動物に自己抗原を投与すると

実験自己免疫疾患(EAT)が誘導できるこ

とが知られているl).マウスのEATの発症

には自己抗原,特にサイログロブリン(Tg)

の特定のエピトープに対するT細胞の免疫

応答が関与すると言われている2).この自己

免疫応答により認識されるTgエピトープは

明らかにされていないが,自己抗体の認識部

位はTgの高次構造あるいはきわめて限られ

た場所であるとの報告がある3,4).そこで,

T細胞が認識するTgのエピトープを解析す

るために, Tgおよびその合成ペプチドを用

いて検討した.

材料および方法

1.測定対象

測定対象には抗サイログロブリン自己抗体

(抗Tg自己抗体)陽性のバセドゥ病19例と

健常者5例を用い,この症例からリンパ球を

採取した.さらに,抗Tg自己抗体陽性血清

のバセドゥ病2例および橋本病2例と健常者

1例をウエスタンプロットに使用した.

2.ヒトリンパ球の採取法

ヘパリン処理真空採血管で患者あたり10

ml採血し,これと等量のリン酸積衝液

(PBS)を加えて希釈した.別の試験管に3

mlのFicoll-Hypaque (比重1.077 :フアルマ

シア社)を取り,これに希釈血液5-6ml

を静かに重層して, 700×g　30分間遠心を

行った.白い帯状のリンパ球層を回収して,

およそ3倍程度のPBSと混和後, 700×glO

分間遠心して細胞を洗浄した.この操作を2

回繰り返した後に沈睦をPBSで希釈後,細

胞数を算出した.なお,以上の振作は無菌的

に行った.

3.リンパ球の3H-Thymidine摂取率

リンパ球浮遊液100トLl (2 ×105/well)を

96well　マイクロプレートの各wellに入

れ,これに　①バセドゥ組織租抗原102希釈

液/well②TglOng /well③Tg合成ペプチド

long/well,対照(培養液)をそれぞれ100pl

加　え　て培養　し　た.培養6日　日　に3H-

Thymidineを0.5LLCi/wellになるように各

wellに添加して,さらに16時間培養した.

その後リンパ球をハ-ベスタで捕獲し,液体

シンチレーションカウンター(パッカード

社)で計測して3H-Thymidine摂取率を求め

た.なお,抗Tg抗体測定用としてペプチド

とTg抗原を添加したwellから,培養6日

目に上清100両を採取した.

4.バセドゥ病組織粗抗原とTgの精製

実験に使用した抗原の精製は手術後,速や

かに得られた新鮮バセドゥ病甲状腺組織5g

程度を0.05M/1のリン酸援衝液(pH7.2)と

共にガラスホモジナイザ-でホモジナイズし

て12,000×g20分間遠心した.上清をミリポ

アフィルター(0.22LL)でろ過後,培養液

(RPMI1640+10%FCS)で102-106ま　で希

釈したものを組織抗原として使用した.精製

Tgはホモジネ-トの遠心上活を1.9M硫安

で塩析し, PBSで透析後, ACA34 (LKB)

によるゲルろ過法で作成した.蛋白量は紫外

那(280nm)による比色法で求め,抗原は使

用時までそれぞれ凍結保存した.

5. Tg合成ペプチドの作成

Tgのアミノ酸配列から予測抗原決定基を
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表1 Tg成ペプチドの種類とアミノ酸配列

1 -15　　　　　　　134-152　　　　　　　　　　　　331-349

2561 - 2579　　　2735 - 2748
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No1　1-　15　NIFEYQVDAQPLRPC

No 2 ●　2561-2579　ENATRDYFIICPIIDMASAC

No3　2735-2748　CLLSLQEPGSKTYSK

No 4　134- 152　QLGRPKRCPRSCEIRNRRLC

No 5　　331-　349　RQQGEPPSCAEGQSCASERC

No 6　1000-1018　LLRSGPYMPQCDAFGSWEC

No 7　1474-1492　PVGRTTISAGAFSQTHCVTC

No8　1824-1842　ASPTEAGLTTELFSPVDLNC

含む8種類のペプチドをMAP法にて合成し　　抗体の反応性を検索するためにTgとそのフ

た.表1に8種のペプチドのアミノ酸配列を　　ラグメントをSDS-PAGE後,ウエスタンブ

示した.　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロテイングを行い,それぞれの自己抗体と反

6.培養液中の抗Tg自己抗体測定法　　　　応させた.

katoら5)の高感度抗Tg自己抗体測定法を

用いた. Tg結合固相に培養上活25トtl, 1%

牛胎児血清加リン酸礎衝液(以下FCS綬衝

級) 50ト山を入れ, 30分反応させた.洗浄後

ベルオキシダーゼ標識抗ヒトIgG (HRP-

AHIgG:Dako社)を100pl加え, 30分間反

応させた.洗浄後テトラメチルベンチジン

(TMB)を100ul加え30分間反応させた後比

色し,抗Tg抗体価を求めた.なお陽性の判

定は同時に測定した健常者血清の平均吸光度

+3SDを超えるものとした.

7.酵素分解によるTgフラグメントの作成

Tg (1mg/ml) 50叫1に好してV8プロテ

アーゼ(1mg/ml:Sigma社)を50トLl加え,

室温で1時間分解後,プロテアーゼ反応を停

止,これを小分けして-80℃で保存した.

8t TgおよびTgフラグメントのウエスタ

ンブロッテイング

TgおよびTgフラグメントと抗Tg自己
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図2　Tg抗原濃度における3H-Tymidine摂取率試験
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結果

1. 3H-Thymidine摂取率における最適リン

パ球数の検討

細胞数を決定するために,リンパ球数を1

×105/wellから1 ×106/wellまでの5濃度

を作成して調べたところ, 3H-Thymidine摂

取率は3 ×105//wellをピークに前後で減少

した.実験には正常コントロールの3H崩壊

カウントが1000-3000dpm程度が望ましい

ことから,以下の実験では2 ×105/wellの

数を使用した.

2. 3H-Thymidineの摂取率における抗原量

の検討

a.組織粗抗原量の検討

使用する抗原量を決定するためにバセドゥ

ral10%

NI G 1 G2　　　　G3　　　　G4

%=組織抗原刺激後のカウントー抗原0濃度カウント

N,正常者,　　G;バセドゥ病.

図3　組織抗原刺激における3H-Thymldlne

摂取率試験

NI N2　　　GI G2　　　G3　　　G4　　　G5

%=Tg抗原刺激後のカウント　抗原0濃度カウント

N:正常者　　　　Gパセトウ病

図4　Tg原刺激における3H-Tymidine摂取率試験

甲状腺組織ホモジネ-ト(蛋白量1.2mg/

ml)を102-106倍に希釈して調べたところ,

図1に示すように3H-Thymidine摂取率は0

濃度に比べ102倍にピークを認めたので以下

の実験にはこの抗原を使用した.

b. Tg抗原量の検討

至適Tg抗原量を決定するためにTg0-

1pg/wellまでの4種類の濃度で調べたとこ

ろ,図2に示すように3H-Thymidine摂取率

はTg抗原10ng/wellにピークを認めたが,

それ以上のTg抗原量の増加では3H-

Thymidineの取り込み量は減少した.以上

の結果から10ng/wellのTg抗原を使用し

た.

MK GI G2　CI C2　N AR

Mk　分子量マーカー

G　　ハセドゥ病血清

C　　橋本病血晴

N　　甲状腺施療血清

AR　抗Tg免疫抗体

図5　Tgラグメントと自己抗体の

ウエスタンプロット
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3 [組織粗抗原刺激よる3H-Thymidineの摂

取率

正常1例,バセドゥ病4例のリンパ球を使

用して組織租抗原刺激(102倍希釈)によ

る3H-Thymidineの摂取率を検討した.図3

に示すように組織抗原で刺激後,得られたカ

ウント数を刺激なしのカウント数との比

(%)で表した.バセドゥ病4例中2例では

200%以上の高い摂取率が得られ､他の2例

は167%と100%であった.

4. Tg抗原刺激よる3H-Thymidineの摂取率

正常2例,バセドゥ病5例のリンパ球で

Tg抗原(long/well)刺激による3H-Thymi

dineの摂取率を求めた.図4に示すように

Tg抗原で刺激後得られたカウントと刺激な

しのカウントとの比(%)を求めたところ,

バセドゥ病5例中1例に292%の摂取率の増

加が認められた.他の4例は正常者と同等の

結果であった.

5.ペプチド抗原刺激よる3H-Thymidineの

摂取率

正常2例,バセドゥ病10例のリンパ球を8

種類のペプチド抗原(long/well)で刺激し

て3H-Thymidineの摂取率を求めた.表2に

示すようにペプチド抗原で刺激後､得られた

%はバセドゥ病10例中1例でペプチドNO2,

No7およびN08の刺激で高い摂取率が得ら

れた.結果には示していないが,この症例の

培養上清中の抗Tg抗体量を調べたところ

N02のペプチド刺激で抗体量の増加が認め

られた.

6.ウエスタンプロット

V8プロテアーゼで分解したTgフラグメ

ントをSDS-PAGE後にニトロセルロース膜

に転写して40倍希釈した自己抗体陽性血清

(バセドゥ病2例,橋本病2例,良性腫蕩1

例)と免疫抗Tg抗体を反応させた結果を図
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5に示した.対照の化学染色されたサンプル

では15-16本の多数バンドが確認されたのに

対して自己抗体を使用した免疫染色では

50, 40, 30, 28kDaに強いバンドがそれぞ

れ認められた.

表2　8種類のペプチド抗原刺激による3H-

Thymidine摂取率試験

1 �"�3 釘�5 澱�7 唐�

Nl �#�r�118 塔B�88 都r�86 田R�99 

N2 汎��41 田��44 鼎��84 田2�80 

G1 ��#R�34 鼎��46 鼎��38 鼎��60 

G2 ���"�99 �����62 田"�71 都B�68 

G3 田��80 涛��71 塔R�60 涛R�104 

G4 ��3��104 都��55 鉄��64 塔2�84 

G5 鉄��49 釘�"�44 鉄2�41 都��67 

G6 鉄"�56 �#��58 鉄R�38 涛��89 

G7 ��S��306* ��Cr�193* �##2｢�141 �#s�｢�379* 

G8 ���r�70 田��61 田��32 鉄B�60 

G9 ��#��100 塔b�101 都B�101 塔��83 

G10 ��cb�62 都b�88 都R�40 田R�90 

単位-%

%=プチド抗原刺激後のカウント/抗原0濃度カウント

N;正常者　　　　　G;セドゥ病

*:有意差あり

考察

Tgのように健常者血中に微量に存在する

物質はもともと正常個体の免疫担当細胞と免

疫応答を示さない.それはT細胞トレラン

スによるものと考えられており, Burnetら6)

によりT細胞のClonaldeletionモデルとし

て提唱されている.一方, Penhale7)らの実

験のように胸腺を摘出し,放射線を照射した

ラットに甲状腺炎が発症したことは自己抗原

に反応するT細胞の存在を意味し,自己の

T細胞機能を制御する別のT細胞の存在を

示唆している. T細胞の分化はT細胞レセ

プターへの抗原提示時に強い反応性を持つタ

イプ(ネガティブセレクション)と弱く反応

するタイプ(ポジティブセレクション)およ
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びほとんど反応しないタイプに分類され,ポ

ジティブセレクションされたT細胞のみ生

存することが知られている.ポジティブ/ネ

ガティブセレクションには抗原提示時の濃度

と親和性が関係あるとされ,抗原の低濃度と

弱親和性の場合にポジティブセレクションは

起こり易いとされる.

最近, Tgの全アミノ酸の配列からエピ

トープに関する研究がなされているが9-ll),

Tgは分子量が大きくエピトープ数が多いた

め特異的な免疫応答を観察する手段はきわめ

て少ない.そこで, Tgの合成ペプチドを作

成してT細胞の自己免疫応答を解析した.

まず,バセドゥ病組織のホモジネ-トを抗原

としてバセドゥ病患者リンパ球への3H-

Thymidine摂取率を指標とした実験を行っ

たところ, 50%以上の症例で高い摂取率を得

た.このことは甲状腺組織内にリンパ球を刺

激･増殖分化させる物質の存在が示唆され,

ホモジネ-ト中に存在する甲状腺自己抗原の

Tg, TPO,TSHレセプターやサイトカイン

等との反応が推測された.同様に抗原を既知

の精製TgとTg合成ペプチドを使用して実

験を行った結果, Tgや合成ペプチドに対し

て高い摂取率を示す例が認められた.また,

ウエスタンプロット法でTgを分解して得ら

れたTgフラグメントと自己抗体の間で特定

なバンドを認めたことや合成ペプチド(No

2)ような小さなフラグメントに対して抗

Tg抗体の産生とリンパ球にレスポンスを認

めたことは自己抗体の産生機序に関する仮説

として従来から唱えられている12)ウイルス等

の外来抗原との相同性および修飾された抗原

との交差反応(molecularmimicry)が関与

しているとも考えられた.しかし, Tgとそ

の合成ペプチド刺激に対するproliferationが

一致しなかったのはTgのエピトープを認識

するT細胞クローンとペプチド抗原(変異

抗原とする)を認識するT細胞クローンと

の量的な制御バランスの結果とも考えられ,

お互いの増減が自己抗体産生に寄与している

ことも否定はできない.

また,今後,リンパ球の刺激活性を持つ領

域のペプチドを用いた実験的甲状腺炎の発症

に関連したTg遺伝子の存在の有無の検索が

期待される.
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