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研究成果の概要(和文) :先天性甲状腺ホルモン合成障害の原因の一つにサイログロブリン遺伝

子異常症がある｡従来この疾患は稀と考えられていたが､病態が明らかになるに従い発見例数

は増加している｡成人例では甲状腺ホルモン値正常もしくは軽度機能低下の巨大甲状腺腫を特

徴とし､甲状腺癌を高率に発症するo我々は､サイログロブリン遺伝子異常患者の甲状腺手術

標本､および培養細胞に異常サイログロブリンを発現させ､遺伝子解析を行なった｡その結果､

いくつかの細胞増殖に重要な遺伝子が同定された｡

研究成果の概要(英文) : One of the major causes of congenital thyroid dyshormonogenesis

is thyroglobulin gene. Until recentlymutations ofTg gene were believedrare. However,

upon understanding of clinical characteristics, an increasing number of Tg mutations were

identified.　Adult patients present huge goiter with normal or subclinical

hypothyroidism and frequently develop thyroid cancer.　We studied gene expression

profile of surgically removed patients' thyroid tissues and cultured cells expressing

abnormal thyroglobulin l'D Vl'tro. Several genes were identified which play a significant

role in cell proliferation.
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1.研究開始当初の背景

我々は､日本におけるサイログロブリン異

常症を解析し､すでに41家系52症例を報告
した(Hishinuma, A‥ Fukata, S. , Nishiyama,

S., et al. 2006　　Haplotype analysis

reveals founder effects of thyroglobulin

gene mutations C1058R and C1977S in Japan

∫ Clin EndocrinoI Metab 91:3100-3104. )0

52症例のうち16例は小児例で､マススクリ
ーニングで発見され､甲状腺のびまん性腫大

を特徴とする甲状腺機能低下症である｡しか
し､残りの成人例では甲状腺機能はほぼ正常
で､甲状腺は徐々に増大する｡さらに増大す
る甲状腺腫から高率に甲状腺癌が発症する
ことも報告した(Hishinuma, A., Fukata, S.,

Kakudo, K., et al. 2005　High lncidenceof

Thyroid Cancer in Long-standing Goiters

with Thyroglobulin Mutations.　Thyroid

15:1079-1084)｡一般的には､甲状腺ホルモ

ン合成障害例では血清TSHが高値となり､TSH

の過剰分泌によって甲状腺が増大するが､サ

イログロブリン異常症では血清TSHは正常で
あるにもかかわらず甲状腺は増大する｡その
機序は未だ不明であるが､甲状腺組織自体に
増大する要因があると考えられる｡そこで､
今回の研究は甲状腺腫の増大要因を甲状腺
内の遺伝子､蛋白発現の解析により解明しよ
うとするものである｡

サイログロブリンは分泌蛋白であり､リボ
ゾームにて合成された後､小胞体に輸送され､
ゴルジ装置を経て､コロイド腔に分泌される｡

しかし､異常サイログロブリンは細胞内を正

常に輸送されることなく､小胞体内に滞まっ
て､コロイド腔に分泌されることはない

(Hishinuma, A. , Takamatsu, ∫, , Ohyama, et

al.　1999　　　　Two novel cystelne

substitutions (C1263R and C1995S) of

thyroglobulin cause a defect in

intracellular transport of thyroglobulin

in patients with congenital goiter and the

variant type of adenomatous goiter. ∫.

clin. Endocrinol. Metab. 84: 1438-1444. )｡

言わば､一種の小胞体貯蔵病で､細胞内では
GRP94､ GRP78､ calreticulinといった分子シ

ャペロンの発現が増加している｡異常蛋白の
小胞体内蓄積は､ unfolded protein response

(UpR)に総称される細胞内反応を引き起こ
すが､それには3系統の機序があり､ PERKに
よる転写全般の抑制､ IREl　による転写因子

xBPlのスプライシング､転写因子ATF6のプ

ロセシングによる活性化がある｡異常サイロ

グロブリンの小胞体蓄積も､XBPlのスプライ
シング､転写因子ATF6の活性化が認められ

ることを我々は示した(Baryshev, 班.,

Sargsyan･ E･, Wallin, G･･. et al･ 2004

Unfolded protein response lS involved in

the pathology of human congenital

hypothyroid goiter and rat non-goitrous

congenital hypothyroidism.　J.　MoI

Endocrino1 32:903-20. )｡異常蛋白が小胞体

に蓄積されると細胞はアポトーシスを起こ
すが､甲状腺では甲状腺腫が増大し､甲状腺
癌の発生母地となる｡サイログロブリン異常
症の甲状腺癌発症の原因の多くはBRAF遺伝
子の活性化体細胞変異であり､分裂していく
細胞内で遺伝子複製の過誤が起こり､その一
つがBRAF遺伝子の活性化体細胞変異であっ

たり､他の癌抑制遺伝子等の不活化と考えら
れている｡

2.研究の目的

当研究では､まず､小胞体に蓄積されたサ
イログロブリンが細胞をアポトーシスに向
かわせるのか､逆に､分裂に向かわせるのか
を検討した｡われわれは以前､培養細胞に異
常サイログロブリンを発現させアポトーシ
スの状態や分裂速度を検討したが､培養細胞

自体の分裂速度が速く有意差を得られなか
った｡そこで今回は､組織的検討にて､ TUNNEL

法でアポトーシスの解析し､免疫組織学的手
法でPCNA蛋白等の発現を細胞レベルで検討
した｡

また､異常サイログロブリン蛋白を培養細
胞内に発現させ､マイクロアレイ法にて発現
遺伝子をプロファイリングすることにより､

発現増加する遺伝子を同定した｡同定した後
には､実際に患者組織内で発現増加している
かを定量RT-PCR等にて定量し､さらにそれ

らの遺伝子を細胞内で発現させ､細胞内での
経路を検討した｡

3.研究の方法

組織的研究では､アポトーシスに対しては､
TUNNEL法によりDNA鎖切断の状態を検討する

とともに､各種蛋白の発現を免疫組織的に検
討した｡サイログロブリン異常症の甲状腺組
織は､濁協医科大学や隈病院(神戸市)の症
例を使い､以前にサイログロブリン異常症と
遺伝子診断により確定された症例である｡使



用する組織はフォルマリン固定パラフィン
切片で､キシレン脱パラフィンの後､クエン

酸溶液中でマイクロウェーブ処理すること
により､抗原性を回復させた｡一次抗体とし

て､抗サイログロブリン抗体､抗GRP78抗体､

抗casplO抗体､抗pcNA抗体を用いた｡

次に､異常サイログロブリン蛋白を培養細
胞に発現させ､それにより発現増加する遺伝
子群をマイクロアレイ法と定量RT-PCR法に
てプロファイリングした｡まず､サイログロ

ブリンcDNA全長をpcDNA3. 1発現ベクターに

再構築し､ C1245R変異とC1977S変異を導入

した｡正常および変異サイログロブリンcDNA

発現ベクターはリボフェクション法でG401

腎細胞株に導入し､ G418選択培地中､限外希

釈法にてクローニングし､サイログロブリン

発現細胞株を樹立した｡
細胞内でおこる遺伝子発現の変化は既知
遺伝子のcDNAアレイを用いた｡ Atlas 3.6

array (3528遺伝子)と　Atlas stress array

(234遺伝子)を用いた検討では､アレイ上
の全シグナルをリファレンスとし､C1245Rま

たはC1977S変異サイログロブリン発現細胞

株どちらかで2倍以上発現増加している遺
伝子を陽性とした｡また､発現量の差は定量
的RT-PCR法にて検討した｡

次に､変異サイログロブリン発現細胞株に
より発現増加する遺伝子を効率的にクロー
ニングするため､変異サイログロブリン発現

細胞株より得られた　cDNA　と正常サイログ
ロブリン発現細胞株より得られた　cDNA　と

サブトラクションハイプリグイゼイション

した｡サブトラクトされずに残ったcDNAを

pcRにて増幅し､ベクターに挿入し､大腸菌

をトランスフォームしライブラリーを作製
した｡ 1500クローンを単離し､ベクターに挿

入された遺伝子をPCR増幅した結果､ 654ク
ローンにインサートを認めた｡これらのイン

サートをスライドグラスにスポットし､発現

量の差をマイクロアレイにて検討した｡最後
に発現量の差が認められた244クローンをシ
ークエンスし､それぞれのクローンを同定し

た｡

さらに､我々は､以上にて同定された遺伝
子が実際に患者組織内で発現増加している
かどうかを､定量RT-PCRにて検討した｡

最後に､以上の実験より甲状腺細胞の増殖
に関わる因子として同定されたHMGA2､ TWFl､

MAPKl､ PCNAの発現ベクターをそれぞれ作成

し､ FRTL5甲状腺細胞に発現させることによ

り､発現経路の解析を行った｡

4.研究成果

異常蛋白が小胞体に蓄積されると細胞は
アポトーシスを起こすが､甲状腺では甲状腺
腫が増大し､甲状腺癌の発生母地となる｡そ

こで､まず､小胞体に蓄積されたサイログロ
ブリンが細胞をアポトーシスに向かわせる
のか､逆に､分裂に向かわせるのかを検討し
た｡まず､ TUNNEL法や免疫組織で細胞レベル

での検討をした｡正常甲状腺細胞ではサイロ
グロブリン蛋白は主に液胞腔内に存在する
が､サイログロブリンでは細胞質内に存在す
る｡ GRP78の発現は増加しており､小胞体貯

蔵病の所見と一致していた｡ TUNEL法ではア
ポトーシスが散見され､同時にCasplO発現

細胞も認められた｡また､ PCNA陽性細胞も存

在し､一方でアポトーシスが起こると同時に
細胞分裂も促進されていることが示唆され
た｡癌化部位ではサイログロブリン､ GRP78

の発現が低下するが､ TUNEL陽性細胞､ PCNA

陽性細胞が共存し､癌組織内でもアポトーシ
スと細胞分裂同時に進行していることがわ

かった｡

我々は､次に､異常サイログロブリン蛋白
を培養細胞に発現させ､それにより発現増加
する遺伝子群をマイクロアレイ法と定量
RT-PCR法にてプロファイリングした｡既知遺

伝子のcDNAアレイでは､ ubiquitinといった

異常蛋白処理機構が活性化されている一方､
アポトーシス(caspaselO)や細胞増殖機構

(pcNA､ JAK3､ p55CDC)が活性化されていた｡

また､ PAX3やcRABP2等の転写因子の発現も

増加していた｡次に､変異サイログロブリン
発現細胞株により発現増加する新規遺伝子
を同定するため､サブトラクションハイプリ
グイゼイションを行なった｡得られた244遺

伝子のうち､81遺伝子はリボゾーム蛋白遺伝
子であったが､他は分子シャペロン､プロテ
アゾ-ム､転写因子､アポトーシス､細胞増

殖等に関連する遺伝子であった｡これより変
異サイログロブリンは細胞内でUPRのみでな

く､他の多彩な細胞内応答を起こしているこ
とがわかった｡

さらに､我々は､以上の実験で発現増加す
る遺伝子を､実際に患者組織内で発現増加し
ているかどうか､定量RT-PCRにて検討したo

甲状腺特異的遺伝子群では､ NISの増加が著
名で､ 50倍以上であったが､他の遺伝子発現
の増加はTRbの5倍が最大であった｡また､

細胞内輸送異常を反映して､ GRP78､ GRP94､

pDI等の分子シャペロンmRNAが増加していた｡

cASPIOも増加していたが､ PCNA､ MAPK､ MAPKK

等の増殖マーカーが著増していたため､サイ
ログロブリン異常症では､細胞増殖がアポト
ーシスを上回っていると考えられた｡サイロ

グロブリン異常症では､放置するとBRAF遺

伝子に活性化体細胞変異が生じ､癌が発生す
るが､発癌以前の組織内ではBRAF mRNAの増

加は2倍程度であった｡ MEK-MAPK経路の活性

化に比べ､ BRAFの活性化がそれ程でないこと
より､ UPRとMEKIMAPK経路を繋ぐ経路が存在

することが想定された｡他の増殖に関連があ



ると予想される遺伝子としてはTWFlやHMGA2

が著増していた｡

最後に､ ftMGA2､ TWFl､ MAPKl､ PCNAの発現

ベクターをそれぞれ作成し､ FRTL5甲状腺細

胞に発現させることにより､発現経路の解析
を行ったoその結果､ HMGA2はTWFl､ MAPKl､

PCNAすべてにより発現増加し､逆に､ TWFl

はいずれの遺伝子にても発現刺激は認めら
れなかった.以上より､ HMGA2はMEKIMAPK経

路のさらに末梢で細胞増殖に関与している
ことが示唆された｡

以上の研究より､サイログロブリン異常症
では､異常サイログロブリン蛋白の細胞内輸

送障害を反映してアポトーシスが活性化さ
れているが､それを上回ってMEKIMAPK経路

を介して細胞増殖が活性化されていること
が判明した｡また､新規遺伝子としてHMGA2

が同定され､甲状腺細胞増殖にどのようなメ
カニズムで関与するか今後検討すべきと結
論された｡
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