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研究成果の概要（和文）：T3は甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン（TRH）産生を阻害するが機序は不明であっ
た。我々はかつて甲状腺刺激ホルモンβ鎖(TSHβ)遺伝子のT3による負の制御ではTSHβの発現に必須な転写因子
GATA2の機能をT3結合したT3受容体(TR)β2が阻害する事を報告した。今回、TRHニューロンにもGATA2発現が確認
された。TRH をコードするpreproTRH遺伝子のプロモーター領域を解析すると機能的GATA応答配列がnt-357/-352
に同定された。GATA2による活性化はTRβ2存在下でT3により約30%まで低下した。即ちTRHとTSHβは共通の機構
で負に調節されると考えられた。

研究成果の概要（英文）：T3 inhibits thyrotropin-releasing hormone (TRH) in  hypothalamus. Although 
T3 receptor (TR) β2 is known to mediate the negative regulation of prepro-TRH gene, its mechanism 
is unknown. We previously studied the T3-dependent negative regulation of the thyrotropin β subunit
 (TSHβ) gene, and reported that T3-bound TRβ2 inhibits the function of transcription factor GATA2,
 which is essential for TSHβ expression. Here, we found the expression of GATA2 in the TRH neuron 
by immunostaining. Using CAT reporter assay, we found that the promoter is activated by GATA2 
approximately 6-fold. We identified a functional GATA-responsive element (nt. -357 and nt. -352). 
When TRβ2 was co-expressed, T3 reduced GATA2-dependent promoter activity to approximately 30%. The 
negative regulation of prepro-TRH gene was maintained even after the mutation of so called negative 
T3 responsive element. Thus, the prepro-TRH gene may be negatively regulate by the mechanism common 
to the TSHβ gene. 

研究分野：内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
 視床下部-下垂体-甲状腺(H-P-T)系の恒常
性は甲状腺ホルモン(T3)によるネガティブ
フィードバック(負の調節)によって維持さ
れる。下垂体前葉で産生される甲状腺刺激ホ
ルモン(TSH) α鎖、β鎖遺伝子、視床下部傍
室核(PVN)で産生される甲状腺刺激ホルモン
放出ホルモン(TRH)をコードする preproTRH
の遺伝子発現はいずれも T3 受容体（TR）の
ノックアウト(KO)マウスで増加する。従って
H-P-T系への負の調節機構にTRが関与する事
は明白であるが、それ以降の機序は実は不明
な点が多い。 
 T3 の標的遺伝子の約 60%は T3 によって発
現が活性化され(正の調節)、残りの約 40%は
抑制される(負の調節)。核受容体である TR
の機能が解析されてきたのは主に正の調節
で、典型的には T3 応答配列(T3-responsive 
element 、 TRE) は AGGTCA と い う 配 列
(half-site)のペアが任意の 4 塩基を挟んで
直列に並び、その DNA 上で TR はレチノイド X
受容体と２量体を形成し T3 による活性化を
媒介する。 
 一方、前述の負の調節の分子機序は確立し
ておらず、内分泌学の根幹であるH-P-T系(上
述)も例外ではない。永く引用されてきた仮
説は preproTRH 遺伝子には site 4 と呼ばれ
る負の T3 応答配列(negative TRE、nTRE)が
存在するという物である(文献 1)。図 1 に示
すように nTRE は逆向き単一の half-site で
あり、TR モノマーが結合すると想像されてき
た。その下敷きになったのは TSHβ遺伝子で
提唱された nTRE であり、やはり単一の
half-site 様の配列(GGGTCA)であった(文献
2)。 
 このような nTRE であったが、half-site の
数や配列の違いだけで本当に TR の機能が逆 

転するのかは確認できていなかった(文献 3、
4)。下垂体特異的因子が推定されたが、TRH
や TSHの産生細胞(thyrotroph)を模倣できる
実験系は永く存在しなかった。さらに nTRE
は以下の様な論理的、実験的な問題点があっ
た(文献 4)。 
(a)甲状腺機能低下症では TSHβ、preproTRH
遺伝子の発現は上昇する。そこで「負の調節
では T3の結合していない TRは転写の活性化
因子である」という仮説が生まれた。TSHβ
プロモーターの欠失解析が行われ前述の

nTRE が報告された(文献 2)。しかしもし TR 
が TSHβや preproTRH 遺伝子の活性化因子で
あるならば、TR-KO マウスでは T3 濃度によら
ず両者の発現は減弱するはずである。しかし
現実には TSHβや preproTRH 遺伝子発現はむ
しろ増加していた。すなわち nTRE の定義自
体の見直が必要であった。 
(b)上記の preproTRH 遺伝子に加え、多くの
報告で nTRE の同定についてはルシフェラー
ゼ遺伝子をレポーター遺伝子として用いて
いた。しかし、私達の報告(文献 5)も含め既
に４論文でルシフェラーゼ遺伝子がアーチ
ファクトとして T3結合 TRによる負の調節を
生じる事が報告されている。 
(c) preproTRH 遺伝子の nTRE と TR の結合に
関する gelshift assay を用いた検討では TR
のモノマーの結合が推定された。しかしこの
方法では i)過剰量の TR による人為的結合が
除外できない。ii)モノマーでは受容体選択
性は説明困難である。これはクロマチン免疫
沈降(ChIP)でも解消され得ない問題である。 
(d)驚くべき事に TSHβ遺伝子の nTRE が報告
された論文(文献2)で使われたHEK293細胞は
TR が発現していない事が判明した (文献４)。 
 ところで thyrotroph の分化を決定するの
は転写因子 Pit1 と GATA2 であり、TSHβ発現
に必須でもある事が知られている(文献 6)。
私達は下垂体と無関係な腎由来CV1細胞でさ
え Pit1、GATA2 および下垂体特異的 TR であ
る TRβ2も共発現させると、負の調節が容易
に観察できるという意外な事実を見いだし
た(文献 7)。そして以下の結論を得た(図２)。 
①CV1 は正の調節の研究で頻用された細胞で

ある。Pit1、GATA2、TRβ2さえ共存すれば負
の調節が観察できるという事実は他の下垂
体特異的な因子はなくとも負の調節が起こ
り得る事を意味した。 
②Pit1 と GATA2 の内、TSHβ遺伝子の真の活
性化因子は GATA2 であり、Pit1 は GATA2 の機
能の安定化に必要であった(文献 8)。 
③TRH 受容体のシグナルは GATA2 の転写活性
化能を刺激する事で TSHβ発現を増強した
(文献 9)。 
④ 既報の nTRE を徹底的に破壊しても負の
調節は維持され、nTRE は必要ない事が分かっ
た。 



⑤TSHβの負の調節の本質は TRの DNA 結合領
域が GATA2 と蛋白-蛋白相互作用して T3依存
性にGATA2の転写活性化を阻害する事であり、
nTRE(すなわち DNA)に直接結合するのではな
いことが判明した。 
⑥ビタミン D3 やレチノイン酸を各々の受容
体存在下で投与しても負の調節は認めず、
GATA2 の文脈でも正の調節と同じく受容体選
択性が観察された。 
⑦T3はTSHのα鎖遺伝子の発現も抑制するが、
そのプロモーター活性も CV1細胞で GATA2 に
より刺激され T3 結合 TR で抑制された(④〜
⑦文献 10)。心筋ミオシン重鎖β(MYH7)遺伝
子も T3 で抑制されるが、その nTRE も負の調
節には不要な事を私達はまた報告している
(文献 11)。 
 負に調節される遺伝子の内、preproTRH 遺
伝子は視床下部傍室核(PVN)の TRH ニューロ
ンが産生する。その負の調節には以下のよう
に GATA2 が関与する可能性がある。 
1.前述のように TSHβ遺伝子の真の活性化因
子は GATA2 である。GATA2 は元々血球系の化
に必須な転写因子として報告された。しかし
興味深い事に GATA2 は血球系や下垂体
thyrotroph ばかりでなく、種々の神経細胞に
も発現が認められる。 
2.血清 T4 の濃度上昇に伴って TSH は減衰す
るが、単なる反比例ではなく TSH は指数関数
的に減衰する(リニア・ログの関係)。実は PVN
の preproTRH の発現も T4 によってリニア・
ログの関係で減弱する(文献 12)。この事は下
垂体の TSHβの遺伝子と共通したシステムで
視床下部のpreproTRH遺伝子が制御されてい
る可能性を示唆する。 
3.前述のように preproTRH は視床下部の PVN
で産生される。PVN の発生には転写因子 Sim1
が必須である事が知られている(文献 13)。大
変興味深い事にニューロン由来Neuro2a細胞
を用いた Sim1 の標的遺伝子の網羅的検討で
はGATA2とTRβ2のmRNAがそれぞれ2.56倍、
2.90 倍に誘導される事が報告された(文献
14)。これは PVN ニューロンの核内に GATA2
と TRβ2 が存在することを示唆する。また
Sim1 のヘテロ KO マウスでは preproTRH 発現
が低下する事も報告された(文献 15)。 
 
２．研究の目的 
 本研究は T3 による preproTRH 遺伝子発現
への負の調節のメカニズム、特に転写因子 
GATA2 が関与する可能性について追求する。 
 
３．研究の方法 
 PVN の TRH ニューロンにおける GATA2 蛋白
の発現についてはラット視床下部の凍結切
片を作製し、TRH ならびに GATA2 に対する特
異抗体で２重免疫染色を行った。-547〜
+84bpの領域を有するラットpreproTRHpプロ
モーターをCATレポーター遺伝子に融合して
GATA2発現プラスミドと共にCV-1細胞にコト
ランスフェクションし、欠失解析ならびに変

異解析を行い(図 3)、GATA応答配列(GATA-RE)
を同定した。また TRβ2 を共発現して T3 に
よる負の調節を確認した。また甲状腺髄様癌
由来の CA77 においては GATA2 を共発現し同

様の解析を行った。 
 
４．研究成果 
 まず、ラット PVN の凍結切片を作製し TRH
ならびにGATA2に対する抗体で２重染色を行
ったところ、TRH ニューロンにおける GATA2 

の局在が示された(図 4)。ラット preproTRH
プロモーターを用いたトランスジェニック 
マウスの検討から-547〜+84bp の領域に視床 

下部特異的な強い転写活性がある事が報告
されている(文献 16)。私達は-547〜+84bp の
preproTRH プロモーター領域をルシフェラー
ゼでなく CAT レポーター遺伝子に融合し
rTRH-CAT を作製した(図 3)。CV1 細胞でレポ
ーターアッセイを行うと、その転写活性は 



GATA2 発現プラスミドによって約５倍に上昇
し、DNA 結合能が障害された変異体(C349A) 
では活性化を認めなかった(図 5)。preproTRH
プロモーターの欠失ならびに変異解析から

機能的 GATA-RE の存在が明らかとなった(図
6)。視床下部の主な TR もまた TRβ2 である
が(文献 4)、その発現プラスミドも共発現す
ると、T3 存在下で rTRH-CAT の活性は約 40%
に抑制された(図 7 左)。PVN での preproTRH
発現は 4 型メラノコルチン受容体(MC4R)を
介するPKAシグナルで活性化される(文献17)。 

 
実 際 preproTRH プ ロ モ ー タ ー 活 性 は
8-bromo-cAMP によって刺激された。しかしこ
の活性は T3 結合 TRβ2 によって抑制され、
T3による負の調節の方がPKA系よりも優位で
あると考えられた(図 7 右)。preproTRH 遺伝
子において提唱されてきた nTRE(site4)を破
壊しても T3結合 TRによる負の調節は維持さ 
れ、この配列は preproTRH 遺伝子への負の調
節には必要ないと考えられた(図 8)。甲状腺

髄様癌由来の CA77 細胞には転写因子 KLF10
が存在しpreproTRH発現を維持している事が 

知られている。私達はこの細胞には GATA2 は
存在しないが、内因性 TRβ2が少量発現して
いる事を確認した。実際、CA77 細胞に GATA2
を強制発現すると T3 添加によって負の調節
が観察された(図 9)。 

 以上より(A)PVN の TRH ニューロンには
GATA2 が発現していること、(B) preproTRH
遺伝子には機能的 GATA-RE が存在し GATA2 に
よって活性化されること、(C)GATA2 依存性の
preproTRH プロモーターの活性を T3 結合 TR
β2は負に調節すること、(D)この抑制はMC4R
の下流の PKA シグナルよりも優位である事、
(E)既報の nTRE(site4)は負の調節には関わ
らない事が判明した。従って T3 による視床
下部におけるTRH発現への負の調節のメカニ
ズムは下垂体 thyrotroph へのそれと基本的
におなじメカニズムが存在すると考えられ
た(図 10)。 
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