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研究成果の概要（和文）：甲状腺ホルモンは、動物の正常な発達・成長・成熟や基礎代謝の維持に必須なホルモ
ンで、甲状腺刺激ホルモン（TSH）とインスリン様成長因子（IGF）が、甲状腺機能の制御、ひいては甲状腺ホル
モンの血中濃度の調節に重要な役割を果たす。最近我々は、TSHとIGFによる甲状腺細胞の増殖誘導を司る新規ア
ダプタータンパク質としてPI3KAPを同定した。本研究では、甲状腺ホルモン産生の重要なステップであるサイロ
グロブリン再吸収にPI3KAPが必須の役割を果たし、PI3KAPとアクチン細胞骨格との相互作用やモータータンパク
質などのPI3KAP結合タンパク質がメカニズムの一端を担うことを解明した。

研究成果の概要（英文）：Thyroid hormones are essential for normal development, growth, maturation 
and maintenance of basal metabolism. Thyroid-stimulating hormone (TSH) and insulin-like growth 
factors (IGF) play an indispensable role in regulation of thyroid functions, leading to control of 
blood thyroid hormone levels. Recently, we identified PI3KAP as a novel adaptor protein to direct 
cell proliferation induced by TSH and IGF. In this study, we demonstrated that PI3KAP was important 
for thyroglobulin uptake (endocytosis), an essential step in thyroid hormone production, and that 
interaction of PI3KAP with actin cytoskeletons and motor proteins was a component of the mechanisms.

研究分野：分子内分泌学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で着目したPI3KAPは我々の研究の過程で最近発見した新しいタンパク質であり、このタンパク質を介した
サイログロブリン再吸収の制御機構を解明することによって、甲状腺ホルモンの新しい生成機構を見出したとい
う学術的意義がある。今回、PI3KAPと相互作用するタンパク質を新たに同定し、これらがサイログロブリン再吸
収に重要な役割を果たすことを示せたことが本研究の基礎を成している。同時に、本研究を基盤として応用研究
に発展させれば、甲状腺機能亢進症や機能低下症の新しい発症機構を解明し、その治療法開発を可能とするとい
う社会的意義も本研究は有している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
甲状腺ホルモンは、熱産生促進、神経活動促進、心拍数／心拍出量上昇、成長促進などの作用

を持つホルモンであり、動物の正常な発達・成長・成熟や基礎代謝の維持に必須である。甲状腺
刺激ホルモン（TSH）は、細胞表面の TSH 受容体を介して、①ヨードの濾胞腔内への輸送、②
ホルモン前駆体であるサイログロブリンのチロシンへのヨードの結合（ヨードの有機化）とヨー
ドチロシンの縮合、③サイログロブリンの甲状腺細胞への再吸収（エンドサイトーシス）を促進
し、甲状腺ホルモンの合成・分泌を増加させる【文献１】。TSH により活性化される cAMP 経路
の過剰なシグナルは、過剰なホルモン合成を誘導し、甲状腺機能亢進症を引き起こす。バセドウ
病はその代表例で、TSH 受容体抗体が甲状腺を刺激する自己免疫疾患であり、甲状腺疾患の中
では最も頻度が高い。治療法としては、我が国では抗甲状腺薬による薬物療法が最も多く選択さ
れているが、再発率が高く、また劇症肝炎などの重篤な副作用も起こりうるため、薬物療法を継
続できなくなる患者も少なくない。そのため、甲状腺ホルモンの合成・分泌を制御する新しい情
報伝達経路を明らかにすることは、従来とは異なる作用機序を持つ薬剤の開発につながり、バセ
ドウ病患者にとって福音となる。 
インスリン様成長因子（IGF）は、様々な細胞の増殖・分化・機能維持を誘導するホルモンで

あり、これらの活性は他のホルモンなどとのクロストークで増強される【文献２】。甲状腺にお
いては、TSH と IGF により相乗的に増殖が誘導され、TSH あるいは IGF のどちらかが欠損し
た動物では、甲状腺発達が低下し、患者では甲状腺機能不全が起こる。申請者らは、TSH と IGF
の相乗作用発現機構を解明する目的で研究を進め、その過程で、TSH により誘導されて PI3 キ
ナーゼに相互作用する分子質量 125kDa のチロシンリン酸化タンパク質が、IGF 依存性増殖の
増強に必須であることを見出した。このタンパク質を精製・同定したところ、①PI3 キナーゼな
どの SH2 ドメインが認識するリン酸化チロシンモチーフ（このチロシンは Src によりリン酸化
される）、②SH3 ドメイン認識配列、③PH ドメイン、④coiled-coil ドメインなど、多くの機能
ドメインを有する新規タンパク質であることがわかった（PI3KAP と命名した）【文献３】。そこ
で、甲状腺培養細胞 FRTL-5 をモデル細胞として解析を進め、この細胞で PI3KAP を発現抑制、
TSH と IGF の共存下で増殖能を調べた結果、増殖が阻害されることがわかった【文献３】。こ
の結果は、PI3KAP が TSH と IGF のクロストーク制御タンパク質として機能することを示し
ていた。 
このタンパク質の in vivo レベルでの生理的意義を明らかにする目的で、全身で PI3KAP をノ

ックアウト（KO）したマウスを作製したところ、驚いたことに、KO マウスでは甲状腺の腫大
が引き起こされ、組織学的解析では濾胞サイズの増加、甲状腺細胞数の増加も観察された。内分
泌指標の解析から、甲状腺ホルモン（T4）レベルが低下し、代償的に TSH レベルが上昇するこ
ともわかった【文献 4】。既に、甲状腺特異的 IGF 受容体 KO マウスが報告されており【文献 5】、
このマウスの研究成果を併せると、①IGF 経路は甲状腺細胞の増殖に必須で、PI3KAP を欠損
すると個体レベルでは補償機構が働き、TSH の増加に伴って IGF 依存性増殖が増強される、②
IGF 経路と協調して、TSH による PI3KAP 経路の活性化は濾胞の縮小（おそらく濾胞腔のサイ
ログロブリンのエンドサイトーシス促進を反映している）を誘導し、甲状腺ホルモンの分泌を促
進すると考えられた。 
これらの結果から、「バセドウ病のような TSH シグナルの過剰状態では、発現誘導された

PI3KAP を介して甲状腺ホルモンの過剰分泌が引き起こされる」という作業仮説が考えられ、こ
の PI3KAP を介した機構を阻害できれば、バセドウ病などの甲状腺機能亢進症に対して、新し
い機序で作用する治療薬の開発へ直結すると着想するに至った。 
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２．研究の目的 
そこで本研究では、「PI3KAP を介して起こる甲状腺ホルモンの新しい生成機構を解明する」

ことを目的に、サイログロブリンのエンドサイトーシスを促進する分子機構に着目して解析を
進めることとした。 
 具体的には、（１）PI3KAP がサイログロブリンエンドサイトーシスに果たす役割を明らかに
する。続いて、（２）エンドサイトーシス誘導に必須な PI3KAP 上の制御領域（ドメインやモチ
ーフ）を特定する。さらに、（３）PI3KAP に結合するエンドサイトーシス関連タンパク質を同
定し、どのような分子機構でエンドサイトーシスを促進するか明らかにする。このような解析か
ら甲状腺ホルモンの新しい生成機構を解明し、新しい抗甲状腺薬を開発するための分子基盤と
することを目指した。 
 
３．研究の方法 
１）PI3KAP がエンドサイトーシスに果たす役割の解明 
 野生型あるいは KO マウスの甲状腺組から初代培養甲状腺細胞を調製する、または、甲状腺培



養細胞株 FRTL-5 において、PI3KAP をノックダウン（発現抑制）する等の方法で、PI3KAP を欠損
させた甲状腺細胞を調製した。これらの細胞を TSH や IGF の存在下で培養し、エンドサイトーシ
ス基質として蛍光標識されたデキストランやサイログロブリンを取り込ませた。レーザー共焦
点顕微鏡や、フローサイトメーターを用いて蛍光強度を測定することで、エンドサイトーシス経
路の活性化を定量化した。 
 
２）エンドサイトーシスを促進する PI3KAP 上の機能ドメインの特定 
 FRTL-5 細胞や遺伝子導入が容易な HEK293 細胞に、PI3KAP やその欠損変異体を過剰発現し、蛍
光標識デキストランを取り込ませた。これらの細胞に取り込まれた蛍光強度を測定することに
より、各種欠損変異体のエンドサイトーシス促進への影響を調べ、PI3KAP のどのドメインやモ
チーフがエンドサイトーシスに重要であるかを明らかにした。 
 
３）PI3KAP に結合するエンドサイトーシス関連タンパク質の同定 
 PI3KAP に FLAG タグを付加して甲状腺細胞に発現させ、抗 FLAG 抗体を用いて免疫沈降した。
この沈降物中に含まれる PI3KAP 結合タンパク質を、高感度質量分析機（LC-MS/MS）を用いて同
定した。続いて、TSH 処理を施した FRTL-5 細胞において、内在性の PI3KAP を免疫沈降し、この
免疫沈降物に対してウェスタンブロット解析を行うことで、同定した結合タンパク質と PI3KAP
が TSH に依存して結合するか調べた。さらに、同定したタンパク質を siRNA 法でノックダウン
し、蛍光デキストランや蛍光サイログロブリンの取り込み量を測定することで、エンドサイトー
シス制御における役割を検討した。 
 
４．研究成果 
１）PI3KAP がエンドサイトーシスに果たす役割の解明 
 甲状腺培養細胞株 FRTL-5 において、siRNA 法を用いて PI3KAP をノックダウンし、TSH 存在下
で培養、蛍光標識デキストランの取り
込み量を調べた。その結果、デキストラ
ン取り込みは、TSH 処理で増加し、この
増加はPI3KAPノックダウンにより抑制
された。また、蛍光標識デキストランの
代わりに蛍光標識サイログロブリンを
用いて解析した結果、この実験におい
ても同様の結果が得られた。これらの
結果から、PI3KAP がサイログロブリン
のエンドサイトーシスに必須の役割を
担うことが示された（図１）。（なお、
PI3KAPのKOマウスから初代培養甲状腺
細胞を調製し、同様の実験を試みたが、
KO マウスから回収できた初代培養細胞
が少なく、十分な解析結果を得られな
かった。） 
 
２）エンドサイトーシスを促進する PI3KAP 上の機能ドメインの特定 
 エンドサイトーシス促進に必須な PI3KAP 上の機能ドメインを特定するため、遺伝子導入が容
易な HEK293 細胞に GFP タグを付加した PI3KAP または欠損変異体を過剰発現し、蛍光デキスト
ランの取り込み量を解析した。その結
果、PI3KAP の過剰発現によりデキスト
ラン取り込みが増加する一方で、カル
ボキシル末端の約 70 アミノ酸を欠損
した変異体では、このようなデキスト
ラン取り込みの増加が観察されない
ことがわかった。このカルボキシル末
端領域について解析を進めた結果、こ
の領域がアクチン細胞骨格と結合す
ることがわかった。このような解析か
ら、PI3KAP はエンドサイトーシスを促
進する能力を有し、これにはアクチン
骨格との結合ドメインが必須である
ことが明らかになった（図２）。 
 
３）PI3KAP に結合するエンドサイトーシス関連タンパク質の同定 
 PI3KAP を介したエンドサイトーシス制御の分子機構をさらに詳しく調べるため、PI3KAP がエ
ンドサイトーシス関連タンパク質と結合する可能性について検討を進めた。FLAG タグを付加し
た PI3KAP を安定発現する FRTL-5 細胞を作成、抗 FLAG 抗体で免疫沈降することにより、PI3KAP



結合タンパク質を含む沈降物を調製した。これを LC-MS/MS 用いて分析し、沈降物中に含まれる
PI3KAP 結合タンパク質の候補を同定した。その結果、同定されたタンパク質には、エンドサイ
トーシス制御に関連する可能性のある細胞骨格タンパク質（アクチン）やモータータンパク質な
どが含まれていた。続いて、TSH 処理した FRTL-5 細胞から、内在性の PI3KAP を免疫沈降し、同
定したタンパク質についてウェスタン解析を行うことで、これらのタンパク質が TSH 処理によ
って PI3KAP と結合するか確認した。さらに、同定したタンパク質を siRNA 法でノックダウンし
て蛍光サイログロブリン取り込みを測定し、これらのタンパク質がエンドサイトーシス制御に
関与するか解析を進めた。一連の結果から、PI3KAP に結合し、エンドサイトーシス促進に関与
すると考えられる細胞骨格タンパク質やモータータンパク質を決定した。 
 
 本研究の成果により、「甲状腺において TSH に応答して発現誘導される PI3KAP が、アクチン骨
格やモータータンパク質などの分子との相互作用を介して、サイログロブリンのエンドサイト
ーシスを促進する結果、甲状腺ホルモンの合成が適切に制御される」と結論した。 
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