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1981	
 1990	
 2000	


Dr.  Refetoff’s  lab  (シカゴ大学1981-1984)�

n  甲状腺ホルモン作用に関する研究	


•  T3 inhibits the synthesis of glycosaminoglycan (GAG) and fibronectin (FN)	

•  T3 increases expression of FN and 5’-deiodinase in liver (hepatocytes)	

•  Identification of a T3-responsive gene, ZAKI-4 (RCAN2)	

•  Generation of ZAKI-4 (RCAN2) knockout mouse	


n  Thyroxine-binding globulin (TBG)　に関する研究	


•  Identification of denatured TBG	

•  Cloning of TBG	

•  Mechanism of inherited TBG deficiency (and excess)	


名古屋大学環境医学研究所(1984～現在)�

2010	


n  ホルモン合成障害性甲状腺腫に関する研究	


（西暦）	


n  甲状腺ホルモン不応症の診断基準作成	


研究内容の変遷	




研究を続ける切っ掛けとなった幾つかの出来事	


（その１）	


質的ＴＢＧ異常症(TBG-Gary）
の発見	




甲状腺ホルモン	


サイロキシン（Ｔ４）	


トリヨードサイロニン（Ｔ3）	


I	


I	


I	


I	


I	


I	


I	


"   いずれも脂溶性ホルモン	


"   血中ではT4の99.98%, T3の99.6%がタンパク質に結合している	


"   実際に活性があるのはタンパク質に結合していないフリーホルモン	




甲状腺ホルモン結合蛋白	


"   サイロキシン結合グロブリン　(TBG)	


"   サイロキシン結合プレアルブミン	


"   アルブミン	




サイロキシン結合グロブリン（TBG)	


"   分子量約6万の糖タンパク質〔単量体〕	


"   肝臓で産生される	


"   T4, T3との結合能は3っの結合蛋白の中で
は最も高い	


"   血中T4, T3の約70％はTBGに結合している	


"   遺伝子はX染色体にある	




遺伝的TBG異常症〔研究開始前の概念〕	


"   量的異常症	


l  欠損症	


l  部分欠損症〔減少症〕	


l  増多症	


"   質的異常症	


l  TBG-S：PAGE上泳動度が遅い	


l  TBG-A: T4結合能の低下と易熱変性	


甲状腺機能やホルモン作用には影響しない	




TBG cDNAクローニングのためベルギーへ	


1982年9月から１年間レフェトフのサバティカルに
便乗してブリュッセル自由大学に留学	


ベルギー	


Dr. Gilbert Vassart 
（ジルベール　バサール）	


l  サイログロブリンやTSH受容体遺伝子のクローニング	


l  DNA フィンガープリント	




TBG mRNAの無細胞系翻訳	


"   TBG cDNAクローニングの1st step	


l  ウサギ網状赤血球lysate中で翻訳	


l  抗TBG抗体で沈殿	


l  SDS-PAGEで解析	


TBGを示すバンドが描出されなかった	




TBG は分泌タンパク質	


細胞質	


ゴルジ装置	


粗面小胞体	


核	


細胞膜	




無細胞系で翻訳したTBG	
 血液中に存在するTBG	


抗TBG抗体	


抗TBG抗体	


×	




TBG の1次構造を認識する抗体の作成	


還元＋ピリジルエチルレイ化	

（Reduction+Pyridylethylation)	


native TBG (nTBG)	
 RP-TBG 	


抗TBG抗体（ポリクローナル）は両者を認識できる！	


抗TBG抗体は無細胞系で翻訳された
TBGも認識できる	




RP-TBG 測定系(RIA)の確立	


" nTBGとRP-TBGは抗原性は全く異なる	


"   抗TBG抗体（ポリクローナル）は抗nTBG抗体
と抗RT-TBG抗体のmixture	


RP-TBGを125Iで標識
したRIAを確立	




RP-TBG =変成TBG (dnTBG)	


熱変性	
 酸変性	


熱や酸で変性したTBGはRP-TBG RIAで測定すると
100％のリカバリーで測定できる	


Refetoff S, Murata Y, Vassart G, Chandramouli V and Marshall JS	

J Clin Endocrinol Metab, 1984	




各霊長類におけるTBG濃度と抗原性	


ヒト	


チンパンジー	


ゴリラ	

ブタオザル	




熱変性を加えるとTBGの抗原性がヒトと類似する霊長類がある	


ヒト	


ブタオザル	




Pig-tailed Macaque 〔ブタオザル〕	


http://www.ax.sakura.ne.jp/~hy4477/link/zukan/sonota/0002butaosaru.htm	




Native TBG (μg/dl)	

熱変性後 (60℃，60分）	


RP- TBG (μg/dl)	


ヒト	
 1600	
 1600	


チンパンジー	
 780	
 250	


オランウータン	
 360	
 140	


ブタオザル	
 320	
 930	


ベニガオザル	
 300	
 680	


アカゲザルではTBG濃度はヒトに近い？	


http://www.j-monkey.jp/
encycropedia/
Cercopithecidae/Macaca/
Macaca.html	




遺伝的TBG異常症〔研究開始前の概念〕	


"   量的異常症	


l  欠損症	


l  部分欠損症〔減少症〕	


l  増多症	


"   質的異常症	


l  TBG-S：PAGE上泳動度が遅い	


l  TBG-A: T4結合能の低下と易熱変性	


一部はアカゲザルと類似した
質的異常によるものでは？	


l  TBG-X：熱変性すると濃度は正常近くなる	




熱変性を加えることなく変性TBGが異様に
高い症例(家系）が見つかった	


Subject	
 Age	
 Karyotype	
 Total T4	
 TSH	
 n TBG	
 dn TBG	


発端者	
 11	
 XO	
 2.0	
 4.7	
 20	
 58	


父親	
 33	
 XY	
 1.9	
 2.3	
 19	
 50	


妹	
 9	
 XX	
 3.4	
 2.5	
 502	
 34	


母親	
 32	
 XX	
 6.7	
 2.3	
 1490	
 2	


正常範囲	

5-12	


μg/dl	

0.4-5	


μU/ml	

1100-220

0	

<2-10	

μg/dl	


家族の居留地(インディアナ州Gary)に因んでTBG-Garyと命名した	




TBG-Garyは熱に弱い	


56℃	
 37℃	


P24	


発端者	


正常血清プール(P24)+T4	


P24	


発端者	




等電点電気泳動によるTBGの解析	


nTBG	


変異TBG	

(dn TBG)	


Probe: 125I-T4	
 Western blot with anti TBG	






l  TBG-Chicago：熱安定性の上昇	


l  TBG-San Diego: T4に対する親和性の低下	


l  TBG-Gary	


l  TBG-Montreal	


l  TBG-Quebec	


"   新たな質的TBG異常症の発見	


l  TBG-S：PAGE上泳動度が遅い	


l  TBG-A: T4結合能の低下と易熱変性	


TBG-Gary発見その後(１）	


易熱変性とdnTBGの上昇	




TBG-Gary発見その後（２）	


Mol Endo 3:575-579, 1989	


PNAS 86:8977-8981, 1989	


TBG-Garyの遺伝子
変異同定	


甲状腺ホルモン不応症（レフェトフ症候群）の病因が
TRβ変異であることを初めて証明した！！	




研究を続ける切っ掛けとなった幾つかの出来事	


（その２）	


フィブロネクチン合成に及ぼす
甲状腺ホルモンの作用	




1981	
 1990	
 2000	


Dr.  Refetoff’s  lab  (シカゴ大学1981-1984)�

n  甲状腺ホルモン作用に関する研究	


•  T3 inhibits the synthesis of glycosaminoglycan (GAG) and fibronectin (FN)	

•  T3 increases expression of FN and 5’-deiodinase in liver (hepatocytes)	

•  Identification of a T3-responsive gene, ZAKI-4 (RCAN2)	

•  Generation of ZAKI-4 (RCAN2) knockout mouse	


n  Thyroxine-binding globulin (TBG)　に関する研究	


•  Identification of denatured TBG	

•  Cloning of TBG	

•  Mechanism of inherited TBG deficiency (and excess)	


名古屋大学環境医学研究所(1984～現在)�

2010	


n  ホルモン合成障害性甲状腺腫に関する研究	


（西暦）	


n  甲状腺ホルモン不応症の診断基準作成	


研究内容の変遷	




留学先のボス、DR. REFETOFFは甲状腺ホルモン不応
症(RTH, 別名レフェトフ症候群）の第一発見者	


Refetoff S, DeWind LT, DeGroot LJ: Familial syndrome combining 
deaf-mutism, stippled epiphyses, goiter, and abnormally high PBI: 
possible target organ refractoriness to thyroid hormone.               
J Clin Endocrinol Metab 27:279-294, 1967	




甲状腺ホルモン不応症(RTH) IN VITRO 診断の試み	


Ø 採取が容易�

Ø 分化細胞としての機能を維持している�

Ø  T3  receptor  (TR)を発現している�

Ø  T3  に対する応答性が保たれている�

Ø 増殖能が盛んで継代培養と長期保存が可能�

1980年代前半　RTHの病因は不明で、診断は患者（in  vivo)
のT3に対する応答性によって判定せざるを得なかった�

客観的指標で判定可能なin  vitro診断が必要とされていた�

末梢リンパ球� 皮膚線維芽細胞�



なぜフィブロネクチンに注目したか？	


イリノイ大学医学部教授	

横山三男先生直筆	

〔本年1月逝去〕	


機能亢進症	

（未治療）	


機能低下症
（未治療）	


機能亢進症	

（治療中）	


機能低下症	

（治療中）	




甲状腺ホルモン（T3)はヒト皮膚線維芽細胞ではフィブロネクチンの
合成を阻害する	


Fn	


Control	
 T3	
 Na Buty	
 DEX	




Ceccarelli P, Refetoff S, Murata Y: J. Clin. Endocrinol. Metab. 65:242-246,1987	


T3のフィブロネクチン（FN)合成阻害を指標とした
甲状腺ホルモン不応症のIN  VITRO診断の試み�

当時、甲状腺ホルモン不応症（レフェトフ症候群）診断確定のベストな検査法	




機能亢進症	

（未治療）	


機能低下症
（未治療）	


機能亢進症	

（治療中）	


機能低下症	

（治療中）	


甲状腺ホルモン（T3)はヒト皮膚
線維芽細胞ではフィブロネクチン
の合成を阻害する	


あれ？甲状腺ホルモンはフィブロ
ネクチンの合成を促進すると予想
したんじゃあないの？	


そのとおり！では何故？	




血漿フィブロネクチンは主として肝細胞で産生される	


Tamkun JW, Hynes RO: Plasma fibronectin is synthesized and secreted 
by hepatocytes. J Biol Chem 258:4641-4647, 1983	


甲状腺ホルモンのフィブロネクチンの合成・遺伝子発現
に及ぼす作用は組織によって異なるのではないか？	


皮膚線維芽細胞では抑制	


肝臓では促進	




Mol Endocrinol, 1990	


C: コントロール(naïve)	


Tx: 甲状腺摘出 (機能低下症）	


LT4: Tx+Low dose of T4 and T3	


NT4, NT3: Tx+Normal dose of T4 and T3	


HT4, HT3: Tx+High dose of T4 and T3 	




T3のフィブロネクチン（FN)合成・遺伝子発現
に及ぼす作用に関する研究�

皮膚線維芽細胞では抑制	
肝臓では促進	


in vivo (生体内）	
 in vitro (試験管内）	


甲状腺ホルモンホルモ
ン（Ｔ３）がFNの遺伝子発
現・合成を促進する因子
を誘導するのでは？	


初代培養肝細胞の技術を導入し
in vitroの系を確立した	


T3は肝細胞に直接作用して
FNの遺伝子発現を促進する	


肝細胞では促進	


初代培養肝細胞での甲状腺ホルモン作用はIN  VIVOに比べてかなり弱い�



初代培養肝細胞は単層より塊を形成
した方が分化機能が保たれる�

単層培養	
 単層培養	
スフェロイド培養	
 スフェロイド培養	


　やはりIN  VIVOでの研究の方が面白い？�



機構改革前の環境医学研究所の構成	


in vitro	


in vivo	




1981	
 1990	
 2000	


Dr.  Refetoff’s  lab  (シカゴ大学1981-1984)�

n  甲状腺ホルモン作用に関する研究	


•  T3 inhibits the synthesis of glycosaminoglycan (GAG) and fibronectin (FN)	

•  T3 increases expression of FN and 5’-deiodinase in liver (hepatocytes)	

•  Identification of a T3-responsive gene, ZAKI-4 (RCAN2)	

•  Generation of ZAKI-4 (RCAN2) knockout mouse	


n  Thyroxine-binding globulin (TBG)　に関する研究	


•  Identification of denatured TBG	

•  Cloning of TBG	

•  Mechanism of inherited TBG deficiency (and excess)	


名古屋大学環境医学研究所(1984～現在)�

2010	


n  ホルモン合成障害性甲状腺腫に関する研究	


（西暦）	


n  甲状腺ホルモン不応症の診断基準作成	


研究内容の変遷	




研究を続ける切っ掛けとなった幾つかの出来事	


（その３）	


ホルモン合成障害による先天性
甲状腺機能低下症の甲状腺で
は2型脱ヨード酵素の活性が増
加する	




成長発育に不可欠	
 オタマジャクシはカエルにならない	


甲状腺ホルモンの作用	


※著作権保護のため、画像を削除しています。	




オタマジャクシは甲状腺ホルモンがないと
カエルにならない�

普通のオタマジャクシ（3週令）	


甲状腺ホルモン合成阻害薬（バセドウ病
の治療薬）を水槽に入れた中で飼育さ
れたオタマジャクシ（2歳）	


※著作権保護のため、画像を削除しています。	




成長発育に不可欠	


特に脳の発達には重要	


胎生期・新生児期の甲状腺ホルモン不足は重篤な発
育障害をもたらす	


クレチン症	


低身長、鞍鼻、知能発達遅延、聾唖、運動失調	

骨の発達遅延	


あとで甲状腺ホルモンを補充しても戻らない	


日本では新生児に甲状腺機能検査 (TSH) が義務づけられている	


オタマジャクシはカエルにならない	


甲状腺ホルモンの作用	




Figure 20-10. An adult male from the Congo, 
with three women of the same age (17-20 
years), all of whom are myxedamatous 
cretins.  

17歳～20歳の女性	


同じ年頃の健常人男性	


コンゴ（ヨード欠乏地域）にお
ける粘液水腫性クレチン症	


※著作権保護のため、画像を削除しています。	




Figure 20.6 Male from Ecuador about 40 years old, deaf-mute, 
unable to stand or walk. Use of the hands was strikingly spared, 
despite proximal upper-extremity spasticity.  

Neurologic cretinism	

神経性クレチン症	


エクアドルのアンデス山中（ヨード
欠乏地域）在住の40歳男性	


※著作権保護のため、画像を削除しています。	




神経性クレチン症	


中国南西地方の症例	

聾唖	

下肢近位筋の筋力低下	


※著作権保護のため、画像を削除しています。	




1:3,500 newborn 
 新生児スクリーニングによる 

日本では年間1, 090,000 人が産まれる 

年間およそ 300例の 先天性甲状腺機能低下症
児が産まれていることになる 

先進国における先天性甲状腺機能
低下症の頻度	




15%!

HYPOTHYROIDISM!
(1: 3,500 newborn)!

RTH!
Central hypothyroidism!
Dyshormonogenesis!

Provided by Dr. S. Refetoff	


甲状腺形成異常	


ホルモン合成障害	




症例：38歳　男性	


主訴：巨大甲状腺腫による呼吸困難 	


家族歴：	


：先天性甲状腺腫	


：正常甲状腺	


発端者	


  現病歴：生下時に既に甲状腺が腫大していることを家人が認めた. このため3歳

の時近医を受診したが、なぜか抗甲状腺剤であるメチマゾールが処方さ

れた。すると患者は傾眠傾向になった。彼が8歳の時、甲状腺専門医を受

診し、合成T4が処方された。彼の知能と身体の発達に異常はなかった。

2001年頃より体重が増加し、夜間頚部圧迫のため不眠傾向が出現したた

め、当院受診した。	


ホルモン合成障害を研究する切っ掛けとなった症例	




身長 178cm, 体重 104kg, 血圧 132/92mmHg, 脈拍数 96/分(整)	


甲状腺腫: びまん性, 巨大で著しく軟, 血管雑音 (+++)	


両上肢先端に振戦（細かな）を認め皮膚は湿潤	


理学的所見（身体所見）	


甲状腺機能検査を初めとする検査所見（ LT4 100μg 投与中）	


T3: 226 ng/dl, T4: 7.1 mg/dl, TSH: 1.67 mU/L, TG: <5.0 ng/ml	


TBG 16 mg/L, Anti TPO (-), Anti TG (-), TRAb (-)	


ヨード摂取率(3h): 93% -- perchlorate discharge testは陰性	


空腹時血糖: 268 mg/dl, HbA1C: 7.0%	


総コレステロール: 152 mg/dl, 中性脂肪: 333 mg/dl	


臨床所見	




頚部 CT scan	




この症例で同定された２つのTg遺伝子変異	


!
!
                              7120!
 CGA GGA TTT GGC GGG GAC CCT CGG CGC !
   Arg  Gly   Phe  Gly   Gly    Asp   Pro   
Arg    Arg !
!


 CGA GGA TTT GGC AGG GAC CCT CGG CGC !
   Arg  Gly   Phe  Gly   Arg    Asp   Pro   
Arg    Arg !

!
                                         3790!
 GGG CCA TTG ATA TGT AGC CTG GAG AGC !
   Gly   Pro   Leu  Ile   Cys   Ser  Leu   
Glu   Ser

"
"
 GGG CCA TTG ATA CGT AGC CTG GAG AGC!
   Gly   Pro  Leu   Ile    Arg   Ser  Leu   
Glu   Ser!

C1245R


Normal


Normal


G2356R


担当：菱沼　昭（獨協医科大学）	




n  巨大甲状腺腫が夜間無呼吸症候群を悪化させている可

能性が高い	


n  サイログロブリン異常症による先天性甲状腺腫は甲状腺

癌を合併する頻度が高い	


n  TSH濃度は正常だが、LT4を投与しているにもかかわら

ず、T3濃度は上昇しており、患者は甲状中毒症症状を示

している(脈拍数の増加や手指振戦など)	


甲状腺全摘出術を薦めた	


理由	




Ø 重量 380g (右葉:232g, 左葉:149g)	


Ø 微小癌(乳頭癌) が発見された	


摘出甲状腺標本	


執刀医：今井常夫	




【電顕による組織所見】	


【抗Tg抗体による免疫染色】	


小胞体(ER)が著しく拡
張している	


サイログロブリン(Tg)染色は細胞

内には認められるものの、濾胞

腔内には認められない	


担当：長坂徹郎	




C1245R: 既知の変異で細胞内輸送障害を来すこと
が報告されている  	


(Hishinuma et al. Endocrine J. 1998 and JCEM 1999) 	


G2356R:  A novel mutation	


G2356R もTgの細胞内輸送障害を引き起こすか
否かをパルスチェイス法で検討した．	




両変異を持つサイログロブリン（TG)は共に分泌されない	
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J Clin Endocrinol Metab 92:1451-57, 2007	
担当：加納安彦、藤沢治樹	




TG異常症に於いてT4 に比べ T3 濃度が上昇する
ことは以前から知られていた	


Author	
 Year	
 Number of cases	
 T4(ug/dl)	
 T3(ng/dl)	


Forest	
 1974	
 1	
 2.0 	
 450	


Medeiros	
 1984	
 3	
 1.6-3.6	
 80-220	


Medeiros	
 1985	
 3	
 1.5-6.1	
 89-241	


Cabrer	
 1986	
 2	
 0.8-1.7	
 120-140	


Ieiri	
 1987	
 1	
 1.0 	
 180	


Targovnik	
 1989	
 3	
 1.0-5.0	
 50-160	


McKenna	
 1989	
 4	
 20.-8.0	
 80-170	


　	
 　	
 Normal range	
 4.8-10.5	
 　70-176	


Medeiros-Neto et al. Endocr. Rev. 1993を引用改変	




ＴＧ異常症に於いて血中T3が上昇する機序は？	


Maybe deiodinase (脱ヨード酵素）！	

by Paolo Macchia	


意外に悪くないかも？	




T4 

rT3 (reverse T3) T3 

活性型	
 不活性型	


Type II (D2)	

（5’-deiodinase）	


Type III (D3)	

（5-deiodinase）	
Type I (D1)	


３種類のヨードサイロニン脱ヨード酵素	
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p < 0.01 

甲状腺D2 活性はTg異常症で増加	


J Clin Endocrinol Metab 92:1451-57, 2007	
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r = 0.839 
p < 0.01 

甲状腺D2活性は血中FT3:FT4

比と相関する	


担当：村上正巳（群馬大学）ら	




FT3/FT4の上昇はサイログロブリン症に限らず他のホ
ルモン合成障害による先天性甲状腺機能低下症でも一
般的にみられ、その機序は甲状腺内D2活性の増加に
よるものである！？	


1.  サイログロブリン異常症：Kanou et al. JCEM 2007	


2.  ペンドレッド症候群：Palos et al. JCEM 2008	


3.  ナトリウム/ヨー素共輸送体(NIS)異常症：武内ら2009（学会発表）	




症例担当：山田千積、坂野遼一	


手術：今井常夫	


D2活性測定：村上正巳	
 Tg遺伝子解析：菱沼　昭	


病理：長坂徹郎	


発現実験：加納安彦、藤沢治樹	


研究統括：村田善晴	


私にとって記念すべき論文となった理由	


論文校閲：Samuel Refetoff	




名古屋大学での３０年間本当にありがとう
ございました。すべての人々に感謝申し
上げます。	


ご清聴ありがとうございました	


名古屋大学環境医学研究所	


生体適応・防御研究部門　発生・遺伝分野	


村田　善晴	


最終講義（退職記念講演会）	

平成26年3月28日	

名古屋大学環境学研究科レクチャーホール	



