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研究成果の概要（和文）：下垂体甲状腺刺激ホルモン(TSH)ならびに副腎皮質刺激ホルモンの分泌は血清甲状腺ホルモ
ン(T3、T4)、グルココルチコイドによってどちらもリニア・ログの様式で抑制される。私達はかつてT3結合したT3受容
体が転写因子GATA2の機能を阻害する事でGATA2依存性のTSHβ遺伝子発現を抑制することを報告している。本課題では
主にTSH産生を制御する転写因子GATA2の発現に対するT3の作用を検討しリニア・ログの様式のネガティブフィードバッ
クの基盤となる基本的なメカニズムの存在を追求した。

研究成果の概要（英文）：There is a linear-log relationship between the syntheses of thyroid-stimulating 
hormone (TSH) in pituitary and serum thyroid hormone (T3, T4) as in the case between the 
adrenocorticotropic hormone and glucocorticoid.　　Based on our tethering model where transactivating 
function of transcription factor GATA2, which is essential for the TSHbeta expression, is interfered with 
by T3 in the presence of its receptor (TR), we have studied the role of T3-bound TRbeta 2 in the 
transcriptional auto-regulation of the GATA2 gene. Our current results may provide the insight for the 
expression of the TSHbeta gene which is negatively regulated by T3 with linear-log relationship.

研究分野：内分泌学
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１.研究開始当初の背景 
 甲状腺刺激ホルモン(TSH)は甲状腺ホルモ
ン(T3、T4)によってその産生が抑制(負の調
節)される。これは単なる反比例ではなく、T3、
T4 の整数的変化に対して TSH は指数関数的
（リニアー・ログ）に変動する。全身にとっ
て真に必須なのは T3、T4 であることから、こ
れらの恒常性を維持するため TSH が鋭敏に上
下しホメオステーシスを維持することは極め
て合目的的と言える。TSH 程ではないがリニ
ア・ログの逆相関はまたグルココルチコイド
(GC)による血清の副腎皮質刺激ホルモン
(adreno-corticotropic hormone、ACTH)への
抑制でも認められる。しかしその分子メカニ
ズムは実は未だ明らかでない。言い換えれば
ホメオステーシスを維持する基本原理は今な
お不明といえる。TSHはα鎖(α-glycoprotein 
subunit、αGSU)とβ鎖(TSHβ)のヘテロダイ
マーである。どちらの遺伝子も転写レベルで
T3 によって負に調節されるが、TSHβの方が
やや顕著である。TSHβ遺伝子のへ負の調節の
メカニズムとして、従来支配的であった仮説
は、図１に示すように、転写開始点直下に負
の T3 応答配列(negative TRE、nTRE)が存在す
るというものである（Wondisford FE et al. J. 
Biol. Chem. 1989 264(25):14601-4）。しかし
nTRE 上の T3 受容体(TR)に T3 が結合した後、
何が起こるかは私達の検討（Sasaki S. et al. 
EMBO J. 1999 18:5389-98）を含め不明のまま
であった。 

 その後私達は、下垂体と無関係な細胞、例
えば T3 による活性化（正の調節）の研究で頻
用された腎由来の CV1 細胞であっても、TSH
β発現に必須な転写因子Pit1とGATA2を共発
現すれば、負の調節が観察できる事を見いだ
した（Nakano K et al. Biochem J. 2004 378(Pt 
2):549-57.）。そして図１に示すように、
(1)Pit1 と GATA2 の内、TSHβ遺伝子の真の活
性化因子は GATA2 であり、GATA2 の機能を安
定化させているのが Pit1 であること
(Kashiwabara Y et al. J Mol Endocrinol.2009 
42(3):225-37.)、(2)甲状腺刺激ホルモン放出
ホルモン(thyrotropin releasing hormone、
TRH)のシグナルが GATA2 の転写活性化能を刺
激すること（Ohba K et al. PLoS One. 2011 
6(4):e18667）、(3)予想外なことに nTRE を破

壊しても TSHβ遺伝子の負の調節は維持され
ること（Matsushita A et al. Mol. Endocrinol. 
200721(4):865-84）(4)TSHβの負の調節の本
質は TR 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
(tethering)であって、直接 TSHβプロモータ
ーの DNA、すなわち nTRE(図 1)に結合するの
ではないこと、(5) αGSU 発現も GATA2 によ
って活性化され、T3 結合 TR で抑制されるこ
とを報告した（Matsushita A et al. Mol. 
Endocrinol. 2007 21:865-84）。 
 私達の系では図2に示すようにPit1、GATA2、
TR の共存下で TSHβ遺伝子の転写活性は約

1/3 程度に、予め TRH を添加しておくと、約
1/8 まで低下した（Ohba K et al. PLoS One. 
2011 6(4):e18667）。図 1 のモデルは TR 欠失
マウスの他、GATA2、TRH の欠失マウスの知見
をも忠実に反映していた。しかし、図 2 の縦
軸は整数軸、横軸は対数軸であり、生体内で
のリニアー・ログの反応は再現できていない。 
 潜在性甲状腺機能低下症は血清遊離 T3、
T4(fT3、fT4)が正常下限であるにも関わらず、
血清 TSH が正常上限を超える病態である。本
症は全人口の約 4〜10％を占め、心機能の低
下（虚血性の機序による機序とよらない機序
がある）や脂質の上昇をもたらす。この病態
はTSHの鋭敏さを反映にしていると解釈され
る。しかし図 1のモデルによれば、その制御
機構は T3 による正の調節の分子機構とは全
く異なる。心臓や肝臓においては T3 の標的
遺伝子の内、負に調節されるものが 20〜40％
を占める。私達は最近そのような遺伝子であ
るミオシン重鎖β(MHCβ)遺伝子の転写制御
を解析した。その結果、基本的な原理は TSH
β、α遺伝子と同じく tethering であり、
GATA2 の役割を MHCβ遺伝子においては転写
因子TEAD1が担っている事を報告した(Iwaki 
H. et al. PLoS One. 9:e88610. 2014)。し
かし、それらが潜在性甲状腺機能低下症で
TSHβのように極めて鋭敏な発現パターンの
変動を示すかどうか、心機能にどのように関
わるは明らかにされていない。 



 GATA2 をコードする遺伝子は 6 個のエクソ
ンからなる(図 3A)。この内、エクソン 1 は
1S(上流)と 1G(下流)の２つがある。胎盤の
trophoblastでは1Sプロモーターとイントロ

ン 4のエンハンサーが機能し GATA2 を発現し
ている。興味深い事に、1Sの上流とイントロ
ン 4 のエンハンサーには機能的 GATA 応答配
列が存在する(図 3A)。すなわち GATA2 はそれ
自身の発現をポジティブフィードバック、す
なわち非線形に auto-regulation する。さら

に trophoblast ではαGSU も発現しており、
GATA2 依存性に転写が活性化され、T3で抑制
される(図 4右上)。これらを総合すれば以下
のネットワークが予想される。 
(i)GATA2 はαGSU (図 4右上)、そして TSHβ
(図 4 下)の主な活性化因子として機能する。 
(ii)この GATA2はそれ自身の転写を活性化し
(図 4左上)、ポジティブフィードバックを形
成する。 
(iii)T3 はαGSU、TSHβ遺伝子を直接抑制す
るばかりでなく、GATA2 遺伝子の発現自体を
抑制する。このことで、T3 は非線形で急峻な
転写抑制作用を発揮し得る。  
２．研究の目的 
TSH や ACTH、MHCβなど強い生物活性をもつ
蛋白の発現には必ず強力な発現抑制機構、す
なわちネガティブフィードバックの機構が
存在するはずである。たとえば TSHβの場合
GATA2 の発現制御、特にそのプロモーター構
造と T3 による負の調節が重要な意義をもつ
と推定される。本研究ではまず TSH における

リニアー・ログの関係の分子機構の解明を目
指した。このような着眼点での解析は国内外
で全くなされていない。 
３．研究の方法 
 本研究ではまず、TSHβ遺伝子の発現を維
持している GATA2 に注目し、これをコードす
るGATA2遺伝子自体にポジティブフィードバ
ックが存在することを下垂体細胞において
確認、ついで GATA2 遺伝子のポジティブフィ
ードバックに T3 がどのように影響すること
を検討した。 
 私達が TSHβ遺伝子の負の調節(図 1)を解
析した腎由来 CV1 細胞は TR や GATA2 を発現
せず、核受容体による正の調節の研究に頻用
された歴史がある。そのため正と負の調節と
の比較には有利であった。しかし、T3と TSH
のリニアー・ログの関係を理解するためには
下垂体細胞を用いた実験系が必要である。か
つ て α GSU プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に
SV40-LargeT 抗原を融合させ、そのトランス
ジェニックマウスからTαT1細胞が樹立され
た。しかし、TSH 産生細胞として樹立された
TαT1 細胞であったが GATA2 発現は僅かであ
っ た (Ohba K. et al. PLoS One.2011 
6(4):e18667)。αGSU プロモーターには GATA
応答配列が存在するため(図 4 右上)、GATA2
が高発現するとSV40-LargeT抗原が増加して
TSH 産生細胞としての表現型を保てない可能
性が考えられた。一方、黄体化ホルモンβ鎖
(LHβ)プロモーターにSV40-LargeT抗原を融
合した遺伝子をもつマウスからLβT2細胞が
樹立された。ゴナドトロピン産生細胞は分化
の途上で TSH 産生細胞と近縁にあり、GATA2
やαGSU 遺伝子を発現している。私達の検討
では LβT2 細胞では TαT1 細胞の約 5 倍の
GATA2 蛋白発現を認めた。残念ながら LβT2
には Pit1 がなく、TSHβは発現していない。
しかしαGSU が発現し、そのプロモーターに
は機能的 GATA 応答配列が存在する（図 4、
Matsushita A et al. Mol. Endocrinol. 2007 
21(4):865-84）。また LβT2 には下垂体特異
的な TR である TRβ2が存在し、事実、RT-PCR
ではT3によるαGSUmRNAの低下が観察された
(data not shown)。 
４．研究成果 
私達は LβT2 細
胞、TαT1 細胞、
CV-1 細胞を用い、
以下の解析をお
こなった。 
(1)図 3A に示す
ようにマウス
GATA2 遺伝子の
エクソン II と
III を挟む領域
にプライマーを設定した。LβT2 細胞を種々
の濃度の T3 存在下で培養し、その後抽出し
た mRNA を鋳型とし定量的リアルタイム PCR
を行ったところ、図 5に示すように顕著な T3



依存性の抑制を認めた。 
(2)LβT2 細胞から蛋白の粗分画を抽出し

GATA2 に対
する抗体で
ウエスタン
ブロッティ
ングを行っ
た。その結
果蛋白レベ
ルにおいて

も T3 による抑制が認められた。予想通り T
αT1細胞ではGATA2蛋白の基礎値はLβT2細
胞より低いレベルであったがやはり T3 によ
る抑制が認められた。このような変化はβア
クチンでは認めなかった。 
(3)GATA2 蛋
白の発現は
T3 の濃度依
存性に低下
した(図 7A)。
一方、遺伝
子導入で外
因性に発現
した FLAG-
タ グ の
GATA2 は T3 の効果を認めなかった(図 7B)。 
(4)100nMT3 存在下では時間経過とともに
GATA2 蛋白の減少が認められた(図 8)。 
(5)GATA2 蛋白は半減期 30 分でユビキチン化
され分解されることが白血病細胞株で報告

されてい
る。LβT2
細胞にお
いてもプ
ロテアー
ゼ阻害剤

MG132 を長作用させると GATA2 のレベルは上
昇した(図 9A)。しかし MG132 存在下でも T3
の抑制効果
は維持され
た(図 9B)。 
(6)PKC を介
する TRH シ
グナルの標
的 も ま た
GATA2 であ
ることを私
達は報告し
ている。そ
こで LβT2細胞を用いて PKC活性化剤 TPAの
作用をウエスタンブロットで調べたところ

GATA2 蛋白
は約３倍に
増加してい
た。この所
見は GATA2
遺 伝 子 が
PKC 系によ
って TSHβ

遺伝子に似た制御を受けている事に一致し

た。 
(7)前述のように GATA2 をコードする遺伝子
には複数の GATA-RE が存在し、胎盤の絨毛細
胞ではαGSUならびにGATA2が発現している。
それらのGATA-REのうち比較的顕著な転写活
性化作用が報告されている-3.9kb と+9.5kb
の GATA-RE を 1S プロモーターに融合し CAT
レポーター遺伝子を作成した(図 3B)。これら
をGATA2、TRβ2発現プラスミドとともにCV-1
細胞にコトランスフェクションした。図 11
に示すように+9.5kbのGATA-REをもつCATレ

ポーター遺伝子(+9.5kb-1S-CAT)は GATA2 自
身によって活性化された。T3 によって負に調
節された。1S プロモーターのみの 1S-CAT、
-3.9kb の GATA-RE を 1S プロモーターに融合
した-3.9kb-1S-CAT(図3B)もまたT3による抑
制の傾向を認めたが統計な有意差はなかっ
た。 
(8)+9.5kb-1S-CATを用いてGATA2によるオー
トレギュレーションを検討した。図 12 に示
すようにGATA2発現プラスミドの量に応じて
CAT 活性は上昇した。 
(9)+9.5kb-1S-CATレポーター遺伝子にGATA2

発現プラスミド、TRβ2 発現プラスミドとと
もにCV-1細胞にコトランスフェクションし、
種々の T3 濃度の効果を検討したところ、図
13 に示すように生理的濃度の T3 による負の
調節が認められた。 
 
 本研究について今後、以下の様な考察と今
後の課題とがある。 
(A)私たちはT3によるTSHβ遺伝子へネガティ
ブフィードバックの本質はT3結合TRがGATA2
の転写活性化能を阻害することにあることを
報告している（Matsushita A et al. Mol. 
Endocrinol. 200721(4):865-84）。上記の成績
はGATA2遺伝子の機能的GATA応答領域を介し、
GATA2はそれ自身の発現を促進すると予想さ
れ、それは非線形なポジティブフィードバッ



クと考えられる(図11)。今回の結果はこのポ
ジティブフィードバックもまたT3によって抑
制されることを示した(図12)。すなわちGATA2
遺伝子発現のポジティブフィードバックがT3
によって抑制されるというメカニズム(図
14A)がT3に対するTSHのリニアー・ログなネガ
ティブフィードバックの背後に存在すると予
想され、(a)GATA2遺伝子のプロモーター活性、

(b)GATA2蛋白量、(c)T3濃度の３者は図14Bに
示すような３次元の局面を形成すると考えら
れる。現在私達は種々のGATA2発現プラスミド、
TRβ２発現プラスミド存在下で検討し、この
曲面を近似的に記述する関数を作成すること
を試みている。おそらく偏微分方程式が得ら
れると考えられ、これをシュミレーションす
る事によって図14Aのモデルが生体内でのリ
ニアログの関係にどこまで寄与しているか考
えたい。 
(B)今回の結果から、T3で抑制される実の主体
はGATA2なのかもしれない。一方、図1、図4
に示すようにTSHβ遺伝子上やαGSU遺伝子上
でのGATA2もまたT3結合TRβ2によって抑制さ
れる。これがリニア・ログ関係の維持には必
要なのか否かを確認する必要がある。 
(C)trophoblastではエクソン1Sおよびイント
ロン4のGATA応答配列が機能しているとされ
るが、下垂体細胞では明らかではない。LβT2
細胞を用い、まずGATA応答配列でクロマチン
免疫沈降法(ChIP)を行う必要がある。 
(D)生体内では視床下部傍室核から下垂体に
流入する甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン
(TRH)がTSH産生細胞(thyrotroph)内のPKC系
を活性化し、TSHβ、αGSUの発現を刺激する。
また図10ではGATA2蛋白の発現もまた促進さ
れると予想される。このTRHの産生もT3結合TR
によって負に調節されることに留意する必要
がある。興味深い事にこのTRHの産生に対する
T3の効果はまたリニアログの関係になる事が
報告されている他、私達は最近TRH自身の発現
がGATA2によって活性化されT3結合TRβ2によ
って抑制される可能性を見いだしている。 
(E)私達はthyrotroph内の２型脱ヨード酵素
(D2)の転写もまたGATA2で活性化され、T3結合
TRβ2で負に調節されることを見いだした（投
稿準備中）、さらにPit1遺伝子も同様の制御を
受ける事（未発表）やTRβ2遺伝子発現もT3
で負に調節されることが知られている。前述
もTRHも含めて考えると、thyrotrophにおける
負の調節の機序は極めて複雑と予想される。
全てを包括するモデルの構築は容易ではない
が、本研究がその嚆矢となる事を期待したい。 

(F) CATレポーターアッセイではTSHβ
-CAT(図2)や+9.5kb-1S-CAT の活性(図13)が
整数軸、T3濃度が対枢軸である。しかし生体
内で観察される血清TSHとT3のリニアログの
関係ではTSHが対枢軸、T3が整数軸である。こ
の相違を説明するのに単純に数学的な操作で
解消できるかどうか、あるいは前述の様なTSH
β遺伝子上やαGSU遺伝子上でのGATA2とT3結
合TRβ2の関連も考慮する必要があるのかを
さらに検討の必要がある。 
(G)心筋MHCβ遺伝子は心不全のマーカーであ
り、その発現は転写因子TEADファミリーによ
って維持される。転写因子MEF2cはそのコアク
チベーターとして働き、TEAD1の転写活性化能
を5〜10倍に増強する。MEF2cの発現もT3で抑
制される可能性があることからこれら負に調
節される遺伝子の転写制御機構の解明に洞察
を与える事が期待される。この点について最
近、マイクロRNAであるmiR-133aがT3によって
誘導され、これがTEAD1の発現を抑制する可能
性が報告された（JCB 22; 207(6)753-766, 
2014）。メカニズムの詳細に差があるものの、
上流の転写の機能や発現がT3によって制御さ
れるという点では共通部分のあるコンセプト
と言える。 
(H)TSHほど鋭敏ではないが、GCによるACTH産
生の抑制にもリニアー・ログの関係が推定さ
れる。ACTH前駆体であるPOMCの産生は転写因
子Nur77によって維持される。興味深い事に、
Nur77の発現はGCで抑制される可能性がある。
これは本課題の表題の一部であり、試薬、サ
ンプル（プラスミドなど）はあるものの上記
(D)(E)(F)の新たなパラメーターをどのよう
に組み入れるかという問題や人的資源の制約
もあったため具体的な実験にはいたっていな
い。しかし今後TSHβ、αGSUの系でリニアー・
ログ関係を維持する原理がGCによるACTH産生
への負の調節にも当ては拡張できるかどうか
を何らかの形で確認する必要がある。 
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