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研究成果の概要（和文）： 
	 培養甲状腺細胞 FRTL-5を２本鎖 DNA(dsDNA)および dsRNAで刺激し、一定時間培養後の
自然免疫関連遺伝子や甲状腺機能遺伝子発現変化を解析することによって、細胞傷害時に核から

漏出するゲノム DNA断片が細胞質内 histone H2Bによって認識され、その結果として自然免
疫および獲得免疫反応が活性化されることが示された。以上から、外傷や虚血再灌流などの細胞

傷害が自己免疫反応を開始するための誘因となる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Activation of innate and acquired immune responses, which can be induced by 
infection, inflammation or tissue injury, may impact the development of autoimmunity. 
Using cultured thyroid cells, we show that cell injury prompts the release of genomic DNA 
into the cytosol, which is associated with the production of type I interferons (IFNs), 
inflammatory cytokines and chemokines. Molecules necessary for antigen processing and 
presentation to lymphocytes are also induced in thyroid cells by injury. In order to identify 
molecules responsible for sensing cytosolic dsDNA, we directly identified the cellular 
proteins that bound a dsDNA sepharose column by mass spectrometry. Our analysis 
identified genomic DNA fragments released by cell injury are recognized by 
extrachromosomal histone H2B, which results in the activation of genes involved in both 
innate and acquired immune responses in thyroid cells and suppression of thyroid function.  
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１．研究開始当初の背景 
 ウイルス感染によって亜急性甲状腺炎を発
症し、さらにバセドウ病へと進展する報告例

は多く、また、C型ウイルス性肝炎に対する
インターフェロン(IFN)治療患者の約 40%に
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おいて甲状腺自己抗体価が上昇し、15%に自
己免疫を発症するという報告もある。しかし

ながら、これらによる自己免疫誘発機序は不

明であるとともに、なぜ甲状腺がそのような

免疫系による攻撃の対象となりやすいかと

いう点に関しても、未だ合理的な説明はなさ

れていない。 
	 バセドウ病患者の甲状腺濾胞上皮細胞上

には、主要組織適合性抗原複合体 (MHC) 
class II が異常発現していることが報告され、
実験的にも MHC class II と TSH 受容体

(TSHR)をともに発現させた線維芽細胞でマ
ウスを免疫するとバセドウ病が発症するこ

とが確認されていることなどから、甲状腺細

胞におけるMHC異常発現が自己免疫発症の
引き金となる可能性が示唆される。このよう

な獲得免疫反応が効率良く起こるためには、

アジュバンドの作用が必要であるが、感染の

際に病原体構成成分 (pathogen-associated 
molecular patterns: PAMPs)が Toll様受容
体 (TLR) な ど の pattern recognition 
receptors (PRRs)によって認識されることに
よる自然免疫活性化経路の詳細が明らかに

され、獲得免疫反応におけるアジュバントと

して作用するという位置付けがなされてき

た。我々も甲状腺細胞自身や肥満細胞が持つ

TLR 依存性あるいは非依存性経路により自
然免疫系が活性化されることを報告してき

た。 
	 これに加えて、我々は、感染や組織傷害、

あるいはアポトーシスの際に病原体や宿主

細胞自身から遊離する二本鎖構造のゲノム

DNA 断片(dsDNA)が、強力な内因性アジュ
バンドとして働き、自然免疫を活性化して甲

状腺細胞にMHC異常発現を誘導することを
明らかにした。また、甲状腺機能に必須の各

種遺伝子発現を誘導する甲状腺刺激ホルモ

ン(TSH)は甲状腺の MHC発現を抑制するが、
逆にMHC発現の誘導に必須の IFNや class 
II transactivator (CIITA)は、甲状腺固有遺
伝子の発現を転写レベルで抑制することな

どを示した。 
	 これらのことから、正常甲状腺においては

自己抗原となる遺伝子と抗原提示に関わる

遺伝子の発現が相補的に調節されており、両

者の発現が同時に亢進することによる自己

抗原提示というリスクを回避しているので

はないかと考えられた。一方で、感染や細胞

傷害、あるいは全身性の大量の IFN 投与な
どによって自然免疫系が強く誘導された際

には、甲状腺細胞自身が持つアジュバント作

用が活性化され、このバランスが崩れること

が自己免疫を誘発する一因となりうるので

はないかと考えられる。 
	 自己免疫疾患においては、通常は感染の初

期に一過性に作用する自然免疫系が持続的

に活性化することが病態の遷延に寄与する

一因と考えられる。したがって、異常に亢進

した自然免疫反応を抑えることが出来れば

有効な治療法となりうるが、炎症の場では多

くの種類のサイトカインやケモカイン、IFN
が分泌されており標的が多いために容易で

はない。我々は、ある種のプリン誘導体など

の小分子薬剤が、自然免疫に関わる細胞内シ

グナルを阻害すると同時にMHC発現を抑制
することを報告しているが、これらによって

効果的な免疫抑制が可能となることが期待

される。 
 
 
２．研究の目的 
	 自己免疫疾患の多くは、複数の遺伝的要因

と環境要因とが複合的に作用して発症する

多因子疾患であるが、自己寛容の原則から逸

脱した異常な免疫反応を引き起こす直接の

誘因は未だ不明である。甲状腺は代表的な自

己免疫標的組織であり、感染やインターフェ

ロン(IFN)投与を契機として自己免疫を発症
する症例が多く報告されている。 
	 本研究では、近年大きく進展した自然免疫
系の役割に関する最新の知見に基づき、甲状
腺における自己免疫発症の分子機構を自然免
疫系との関連において明らかにすることを第
一の目標とする。さらに、得られた成果を活
用し、これまでの我々の研究において既に候
補の絞り込みが進んでいる小分子薬剤が持つ
甲状腺自然免疫作用の抑制機序を明らかにし、
全身的な免疫抑制などの副作用を回避可能な
効果的な免疫抑制剤の開発に向けた研究を行
う。 
 
 
３．研究の方法 
	 培 養 甲 状 腺 細 胞 FRTL-5 を ２ 本 鎖
DNA(dsDNA)および dsRNAで刺激し、自然
免疫関連遺伝子や甲状腺機能遺伝子発現変化
を解析する。変動を示した遺伝子群のパター
ンから、自然免疫活性化によって甲状腺内分
泌機能および自己免疫誘導に関与する分子と
その前後のシグナル経路の探索も行う。さら
に、これまでの自然免疫研究で得られた知見
から、自然免疫活性化が甲状腺細胞に与える
影響の全体像を明らかにする。特にシグナル
伝達系路やインスリン・IGF シグナルとのク
ロストークが明らかになっている TSH 受容
体からのシグナルに関しては、自然免疫シグ
ナルとの相互作用の有無に関して重点的に検
討を行う。また自然免疫活性化によって発現



 

 

が変動する miRNA を同定し、免疫応答に果
たす役割を明らかにするとともに、それらが
甲状腺機能遺伝子を標的にするか否かに関し
ても検討を行う。 
	 さらに、細胞に電気刺激あるいは培養液から

の栄養除去、乾燥など様々な傷害を与えた際の

自然免疫関連遺伝子発現を dsDNA をトラン
スフェクションした場合と比較しながら確認

を行う。遺伝子発現は RT-PCR や real-time 
PCRおよび interferon-betaプロモーター配列
を持つルシフェラーゼ・レポーター遺伝子トラ

ンスフェクションしプロモーター活性の評価

を行う。 
	 また、そのような細胞傷害の際に、実際に細

胞質にゲノム DNA 断片が確認されるかにつ
いて生化学的に細胞質分画を精製して DNA
を定量することによって評価する。これらのデ

ータは、病原体の感染が無い状態で、外傷や虚

血再灌流など純粋に細胞傷害のみが起こるこ

とでも甲状腺細胞が持つ自然免疫能が活性化

する可能性の裏付けとなる。さらに、そのよう

な細胞質中に存在する dsDNA が細胞によっ
てどの様に認識されるかについても検討を行

う。 
 
 
４．研究成果 
（１）培養甲状腺細胞 FRTL-5を２本鎖 DNA 
(dsDNA)および dsRNA で刺激し、一定時間
培養後の自然免疫関連遺伝子や甲状腺機能遺

伝子発現変化を解析した。その結果、

interferon -beta, TNF-alpha, IL-6などのサ
イトカイン、CCl2, CCL4, CCL5, CXCL9, 
CXCL10, CXCL11 などのケモカインの発現
が誘導されることを確認した。さらに、MHC 
class I, class IIの発現とともに、それらを誘
導する転写共役因子 RFX5, CIITA などの発
現も誘導された。甲状腺特異遺伝子では、

thyroglobulin の 発 現 が 抑 制 さ れ 、

sodium/iodide symporter (NIS)発現も弱く抑
制されたが、その他の遺伝子発現に大きな変

動は認められなかった。FRTL-5 細胞におけ
る放射性ヨード取込みは dsDNA, dsRNA と
もに強く抑制した。 
 
（２）非腫瘍性の甲状腺細胞において発現す

る microRNA (miRNA)はその量や機能とも
に不明であることから、FRTL-5 細胞に発現
する miRNA を DNA マイクロアレイによっ
て網羅的に解析した。その結果、甲状腺細胞

においても高レベルで発現する miRNA が多
数存在し、それらの一部は甲状腺刺激ホルモ

ン(TSH)や thyroglobulin によって発現量が
減少したことから、甲状腺において重要な働

きをしている可能性が示唆された。また、外

部から dsDNA を transfection により細胞内
に導入する事だけでなく、細胞傷害によって

漏出するゲノムDNA断片も同様のdsDNA作
用がある可能性が示された。 
 
（３）FRTL-5 に強い電荷をかけたり培養液
を一時除去するなどして、病原体や免疫担当

細胞の介在の無い状態下において細胞傷害を

与えた細胞の細胞質分画をショ糖密度勾配遠

心法によって精製し、そこから DNA を抽出
し、分光光度計による定量、アガロースゲル

電気泳動および PCRによってゲノムDNA断
片が漏出していることを証明した。さらに、

その際に自然免疫や獲得免疫に関連するＩ型

インターフェロン、炎症性サイトカイン、ケ

モカイン、MHC 遺伝子などの発現が誘導さ
れることをRT-PCRや real-time PCRによっ
て確認した。そのような遺伝子発現誘導は、

細胞外から２本鎖 DNA(dsDNA)をトランス
フェクションした場合の反応と同様であった。 
 
（４）細胞質内２本鎖 DNA 認識機構を明ら
かにする目的で、 dsDNA に結合するが

ssDNA には結合しない FRTL-5 細胞の細胞
質タンパクを調製し、質量分析による網羅的

解析を行った。その結果、細胞質内 dsDNA
認識分子として histone H2B が得られた。
Histone H2Bを plasmid発現ベクターを用い
て過剰発現させると dsDNA 刺激によるイン
ターフェロン・ベータ遺伝子のプロモーター

活性が増強し、逆に siRNAでノックダウンす
ると減弱した。以上のことから、細胞傷害時

に核から漏出するゲノム DNA 断片が細胞質
内 histone H2Bによって認識され、その結果
として自然免疫および獲得免疫反応が活性化

されることが示された。以上から、外傷や虚

血再灌流などの細胞傷害が自己免疫反応を開

始するための誘因となる可能性が示唆された。 
 
（５）甲状腺細胞の機能に影響を与える因子

を総合的に評価するために、FRTL-5 細胞を
TSH、インスリン、ウシ血清、抗甲状腺剤で
ある PTUやMMI、さらにサイログロブリン
(Tg)などで刺激した後に細胞から RNA を調
製し、cDNA に逆転写した後にラット全遺伝
子を搭載した DNA マイクロアレイを用いて
遺伝子発現変動の解析を行った。その結果、

PTU によって TSH 非存在下においても甲状
腺のヨード輸送体NISの発現が誘導されるこ
とがわかった。また、PTUによって誘導され
る NIS タンパクは TSH によって誘導される
タンパクに比べて未熟で細胞膜への局在も少



 

 

ないことがわかった。 
 
（６）Tg によって TSH や Insulin/IGF-1 非
存在下において細胞増殖や細胞内シグナル伝

達に関与する遺伝子発現が誘導されることが

わかった。そこで、Tgによる細胞増殖誘導機
構に関わる細胞内シグナル伝達系路に関して

検討を行ったところ、MAPK/Erk経路が活性
化することを明らかにした。さらに、TSHや
Tgによって変動するmiRNAに関して検討を
行い、甲状腺における TSHの作用を介在する
miRNA として miR-16 と miR-195 を同定す
るとともに、Mapk8, Ccne1, Cdc6 などの細
胞増殖に関わる遺伝子が上記 miRNA の標的
となっていることを証明した。 
 
	 これらの研究成果は、甲状腺におけるこれ

まで知られていなかった新たな甲状腺機能調

節因子であり、これらによる甲状腺機能調節

機構の異常は種々の病態とも深く関連すると

考えられることから、これらの分子機構を標

的とする新たな治療法開発のための基盤とな

ると期待される。 
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