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原 著

 慢 性 甲 状 腺 炎 患 者 に お け る
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                               [Summary]

 The purpose of the present study is to assess the proliferative responsiveness of T-lym-

phocyte to thyroglobulin in patients with chronic thyroiditis. 
 T-lymphocyte proliferative responses were, first of all, induced by thyroglobulin (TG)-

pulsed antigen-presenting cells (APC). According to the state of serum anti-thyroglobulin 

antibodies, T-lymphocyte from about a half of sero-positive patients showed the prolifera-

tive response to TG-pulsed APC while those from most sero-negative patients and healthy 

individuals did not respond. 

 In contrast, even sero-negative patients, whose T-lymphocyte did not show proliferative 

responses to TG-pulsed APC, showed T-lymphocyte proliferative responses when thyroglo. 

bulin was added into the culture medium. 

  Since antigen-pulsed APC are considered to activate almost exclusively helper T-lym. 

phocyte, the lymphocytes which respond to free thyroglobulin in the culture medium 

seem to belong to more than a single subset including helper T-lymphocyte. 

  Taken togather, these results suggest that T-lymphocyte which respond to TG-pulsed 

APC may play a significant role in the induction of anti-TG antibody production in 

patients with chronic thyroiditis.
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【概 要】

 慢 性甲状腺炎の発症 に重要 な意味 をもつ抗サイ ログロブ リン抗 体の産生機構 を解明するた め,そ の引き金 と考え られ

る調節性T細 胞 の活性 化の機構 を主 に,T細 胞 一抗原呈示細胞間相互作用のシステムで検討 し,以 下 の結論 を得 た.

 1)抗 サイ ログロブ リン抗体陽性患者では,サ イ ログ ロブ リン ・パル ス抗 原 呈 示 細 胞(antigen-Presenting cell)

に対 して,T細 胞 の増殖 性反応 陽性 を示す ものが高率に認め られるが,抗 サイ ログロブ リン抗体陰性患者や健常人 では

低 率であ った.

 2)抗 原呈示細胞,T細 胞混合培養中にサイ ログロブ リンを加えた系では,抗 サ イログロブ リン抗体陽性患者は全例

にT細 胞 増殖性反 応が陽性 となったが,抗 サイ ログ ロブ リン抗体陰性 患者や健常人 でもT細 胞 増殖性反応陽性 とな るも

のがあ った.と くに健 常人では8例 中4例 に陽性 となった.

 以上の ことに より,抗 原(サ イ ログロブ リン)パ ル ス抗原呈示細胞 を用いた系でのT細 胞増殖性反応 は,抗 サイ ログ

ロブ リン抗体陽性患者 に比較的特異的 に陽性 となる ことが示 され たので,そ の意義について若干 の検討 を加 えた.

         I.は じめ に

 慢性甲状腺炎(chronic thyroiditis;CT)の 発症機序

については不明な点が多いが,自 然発症慢性 甲状腺 炎モ

デル動物では抗 甲状腺抗 体が主 体をな し,実 験的甲状腺

炎では主に細胞 障害性T細 胞 が関 与 す る と さ れ て い

る1).

 また最 近,ヒ トCT患 者 では,抗 サイ ログロ ブ リ ン

(thyroglobulin;TG)抗 体産生に関与する抑制性T細

胞 の機能 が低下 しているこ とが報告 され2),他 の 自 己 免

疫 疾患 と同様にT細 胞 とくに抑制性T細 胞 の機能低 下が

その発症 に重要 な役割 を演 じて いる と推察 されている.

しか しなが ら,T細 胞依存性抗原 であるTGがCT患

者 ではヘ ルパーT細 胞 をどのよ うに活性 化 し て 抗TG

抗 体産生 へ と導 くのかは明 らかではない.最 近,可 溶性

抗 原によるT細 胞 の活性化は抗原呈 示 細 胞(angtigen-

presenting cell;APC)に よるT細 胞 への抗原呈示 によ

っているこ とが,モ ル モッ ト3),マ ウ ス4},そ し て ヒ

ト5・6》で明 らか とな っている.そ こで筆 者 ら は,抗TG

抗体(TgAb)産 生への引き金 と考 え られ るT細 胞一

APC間 相互作用が, TGを 抗原 とした とき, CT患 者で

は実際 に機能 しているの かど うかを検討 した.

       II.材 料 お よ び 方法

 1.材 料 および対象

 1)サ イ ログ ロプ リンの精 製

 剖 検時に得 られた非 甲状腺疾患患者 の甲状腺 を,Van

Herleら の方 法7)に よ り,ハ サ ミ で 細 切 し2m'/gの

phosphate buffered saline(PBS)を 加 え一 昼 夜 撹 絆 し

た.こ れ を1,000×gで 遠 心 し,上 清5m'をPBS pH

7.2で 緩 衝 化 したSephadex G-200(Pharrnacia)で ゲ

ル ろ過 を1分 間3mlの 流 速 で行 い,3mlず つ 分 取 し

280nmの 吸 光 度 で 最 初 に 流 出 す る 分画(分 画no.23～

29)を 取 り出 し,こ れ をサ イ ロ グ ロ ブ リン(TG)分 画 と

した.こ の うち,分 画no.26の 蛋 白 濃度 をBiuret法

で測 定 し,6.Omg/mlの 試 料 を得 た.こ れ を用 い抗 サ イ

ロ グ ロブ リン抗体(TgAb)陽 性 患 者 の血 清 と沈 降 反応

を行 った と ころ沈 降 線 を認 め得 た.

 2)対 象

 対 象 は,当 院 内科 ・小 児 科 通 院 中の 慢 性 甲状 腺 炎 患者

で年 齢 は15歳 ～74歳(お もに40歳 ～55歳)の 女 性15

名,男 性1名 で あ っ た.こ の うち,TgAb陽 性 患 者 は10

名,TgAb陰 性 患 者 は6名 で あ つ た.ま た,コ ン トロー

ル と して健 常者8名(年 齢25～35歳 の女 性6名,男 性

2名)を 対 象 と した.な お,TgAbは サ イ ロイ ドテ ス ト

(富 士臓 器)に て行 い,陽 性 者 の 抗 体 価 は ×100～ ×

819, 200で あ った.ま た,マ イ ク ロ ゾー ム テ ス トは患 者

の 全 例 で 陽性(×100～ ×409,600)で あ った .た だ し,

健 常者 は す べ てサ イ ロイ ドテ ス ト陰 性 で あ った が,マ イ

ク ロ ゾー ム テ ス トは行 わ な か った.

 2. 方 法

 1) リンパ 球 の 分 離

 ヒ ト末梢 血 よ りFico11・Paque(Pharmacia)に よ り単
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核 細胞 を分 離 し,さ らに,ナ イ ロ ン ウール カ ラム に よ り

カ ラム通 過 細 胞 お よび ナ イ ロ ン ウ1ル 付 着 性 細 胞 に分 離

し,前 者 をT細 胞 分画,後 者 を抗 原 呈示 細 胞(APC)分

画 として 用 い た5).

 2)APC分 画 の 抗 原 パ ル ス

 APC分 画 をTG抗 原(1μg/ml,5μg/ml,10μg/ml)

お よび マ イ トマ イ シ ンC50μg/mlと とも に37。C 1時

間培 養 した の ち,PBSで3回 洗 浄 した(TGパ ル ス

APC).対 照 と してTG抗 原 パ ル ス しな いAPC分 画(マ

イ トマ イ シ ン処 理 の み)を 準 備 した5}.

 3)T細 胞 に よ る3H.TdRの 取 り込 み能 の 測 定

 T細 胞1×105個 をTG抗 原 パ ル ス ま た はTG抗 原 パ

ル ス しない 自己 のAPC 1×104個 と とも に200μlの10

%ウ シ胎 児 血清 加RPMI 1640培 養 液 中 に浮 遊 させ,マ

イ ク ロタイ ター プ レー ト(Nunc)を 用 い37。C 5%CO2

培 養 器(NAPCO)で6日 間 培 養,回 収16～18時 間 前 に

0.5μCiのtritiated thymidine,3H-TdR(NEN, MA)

を加 えた.回 収 は オ ー トマ チ ッ ク セ ル ハ ー ベ ス タ ー

(Labomash)を 用 い,3H-TdRの 取 り込 み は 液 体 シ ンチ

レ-シ ョン カ ウ ン ター(Aloka)を 用 い て測 定 した.

表1TG抗 原 パルスAPCに よるT細 胞増殖性反応*の 代表例

    Group 1:慢 性 甲状 腺炎 患者 でTgAb陽 性群

H.S。(TgAb:×51,200,罹 病 期 間2yrs.)A. N.(x800,1Mo.)

K.U(×102,400,3 yrs.)1. W.(×819,200,4yrs.)M. N(×25,600,1yr.)

Group 2:慢 性 甲状 腺 炎患者 でTgAb陰 性 群

N.A.(TgAb:negative,2yrs.) A. F. l neg.,4yrs.) M. M.(neg.,2yrs.)
R.K.(neg., 2yrs.)

Group 3:健 常 者 でTgAb陰 性 群

M.N., T. I., T. M., K.0.(TgAb:negative)
.1×105個 のT細 胞 をサ イロ グ ロブ リンパ ル スAPC 1×104個 とと もに6日 間培 養 し

,回 収16 一一

 18時 間 前 に3H-TdRを 加 え,ト-1チ ウム の取 り込み を平均cpm±SDで 表 わ した 。
一 同一 症 例 に つ き2回 以上 実 験 を行 い その成 績 の代 表 例 を示す 。
"■■   

,   はそ れ ぞれStudentのt検 定 でp<0.01, p<0.05の 危 険率 を示 す 。
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表2慢 性甲状腺炎(CT)患 者お よび健常人に

   お けるTGパ ルスAPCに よるT細 胞 増

   殖性反 応

'表1に 示 した 有 意差 検 定 でp<0
.05の もの を

 T細 胞一TGパ ル スAPC反 応陽 性 と した.

 な お,培 養 はtriplicateで 行 っ た.ま た,3H-TdRの

取 り込 み は 平均cpm±SDで 表 わ し,有 意 差 の 検 定 は

Studentのt検 定 に よ っ た.

図1 T細 胞 一APC培 養 液中にTGが 存在する場

   合のT細 胞増殖性反応(CT患 者)

△ または□:T細 胞-TGパ ルスAPC反 応陽性者

      (TgAb陽 性)

○または●: T細 胞 一TGパ ルスAPC反 応陰性者

      (TgAb陰 性)

         III.結 果

 (1)CT患 者 の 丁細胞 一APC間 相互作用

 表1の グループ1,2は,CT患 者でそれ ぞれTgAb陽

性,TgAb陰 性者 を対 象 として行 ったTGパ ル スAPC

によるT細 胞増殖性反応 の代表例 である.グ ループ3は

対 照 としたTgAb陰 性 の健常人 につ いて実験を行 った

結果 である.TGパ ル スAPCに よるT細 胞 増殖 性反応

を惹 起 させるのに必要 な.TGの 最適濃度 は,表1に 示

す よ うに個人差がある.こ れは患者 の性 ・年 齢 ・TgAb

抗体価.罹 病期間な どには規 定され なかった.し かし,

TG 1μg/ml～10μg/mlの いずれかの濃度 でパル スした

場合 にT細 胞増殖性反応が起 こ りやすい・ことか ら,1μg/

ml,5μg/ml,10μg/mlの3濃 度でAPCの パル スを行

った.こ のよ うに して行 った成績 を検討するにあた り,

TGパ ル スAPCと 非 パルスAPCを 用いた場合のT細

胞 による3H-TdRの 取 り込 み(平 均cpm±SD)値 に有

意差 があるか どうかをみるため,Studentのt検 定を行

い,危 険率5%以 下(p〈0.05)をT細 胞 増殖性反応陽

性 とした.

 (2)CT患 者 および健常人における 丁細胞 増殖性反応

 表2は,こ の よ うに して得 られ た結果 を,実 験 を行 っ

た全対 象 につい・て まとめた ものである.CT患 者群 にお

け るT細 胞増殖性反応陽性率 は5/16で,健 常者群の1/8

に比 し著 明に高 いが,そ の うちTgAb陽 性者のT細 胞

増殖性反応陽性率 は4/10でTgAb陰 性患者 の1/6に 比

し,明 らかに高率 であつた.以 上 の結果 によ り,こ の シ

ステム によるT細 胞 の増殖性反応 は,CT患 者 と くに

TgAb陽 性者 に比較的特異的 に陽性 となる ことが判明 し

た.

 (3)TGを 培養液 中に加えた場合 の丁細胞増殖性反 応

 図1に 示すよ うに,T細 胞.TGパ ル スAPCの シス

テムでT細 胞増殖性反応 陽性の ものは,TGが 培養液 中

に存在す る場合に もT細 胞増殖性 反応 陽性 となった.し

か し,TgAb陰 性CT患 者お よび健 常者(図2)の 一部

(8例 中4例)に もT細 胞 一TGパ ルスAPCの システ

ムでT細 胞増殖性反応陰性であ りなが らこの系ではT細

胞増殖性反応が陽性 とな るものがあった.

         IV.考 案

 本実験 におけるT細 胞 一TGパ ル スAPCシ ステムで

は,TgAb陽 性CT患 者 はTgAb陰 性CT患 者 や健常

者 に比べてT細 胞 の増殖 性反応 が高率 に陽性 となった.

一般 的に,T細 胞一APCシ ステムで活性 化され るT細

胞 は,マ ウスでは主 としてLyt 1+の 細胞 であるとされ

ている8).こ のこ とか らする と,TgAb陽 性CT患 者で

は抗サイ ログロブ リン抗 体産 生にヘル パーあるいはイ ン
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 図2 T細 胞 一APC培 養液中にTGが 存在す る場

    合のT細 胞増殖性反応(健 常者)

 T細 胞 一TGパ ル スAPC反 応, TgAbと もに陰性.

デューサ-と して はた らく細胞 が活性化 されやすい状態

になっている,と 老 え られ る.し か しなが ら,TgAb陽

性患者においてT細 胞一APC反 応 が必ず しも陽性 と な

らなか った.こ の理 由 として,表1か らわかるよ うに,

TgAb陽 性群 はTgAb陰 性群および健常者群 に比ベ コ

ン トロール値が高い ことか ら,TgAbの 高い患者で は既

にTG反 応性のT細 胞 がin vivoで 強 く活性化 してい

た可能性 も考え られる.こ のため,in vitroでTGパ ル

ス したAPCで 刺激 した場合 に有意差を認めなか ったの

か もしれない.

 次 に,培 養 液中にTGを 加 えてT細 胞増殖性反応 を

みた場合には,TgAb陽 性患者はTGパ ルスAPCに よ

るT細 胞増殖性反応 とほぼ一致 したが,TgAb陰 性患者

あ るいは健常者 の一部 にもT細 胞 一TGパ ル スAPC反

応陰性であ りなが らこの系 では陽性を呈する も の が あ

り,こ の活性 化され るT細 胞 はヘルパーT細 胞 と結びつ

けて考えるこ とが困難である.こ の理 由 として,1)培 養

液中にTGが 存在する と, APCで は刺激 できなかった

ある種 のT細 胞 を直接刺 激する可能性が あるこ と.あ る

いは,2)加 えたTGがAPCを 介 してT細 胞 を刺激す る

系 と,1に 示 した よ うに直接 ある種 の細胞 を刺激す る系

の両方を同時 にみて いる ことも考 え られ る.と くに抑制

性T細 胞 は直接可溶性抗原 を認識 する とされている こと

か ら9),TgAb陰 性群または健常者群 において培養液中

のTGにT細 胞 が反応 した例 ではTgAb産 生抑 制機 能

が著明に亢進 していたのを反映 してい るのか も し れ な

い'.

 以上 のよ うに,TgAb産 生 にはた ら くヘルパーT細 胞

活性 化はAPCを 介 して行 われている ことが示 唆 され,

TGパ ル スしたAPCを 用 いるシステムがCTの 解析 と

くにTgAb産 生における調節性T細 胞 活性 化の機構解

明に有用であるこ とが判 明 した.今 後 さらに,TGに よ

り増殖性反応 を示 すT細 胞 のサ ブセ ッ トを究明するこ と

が重要 であろ う.
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