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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産生細胞、ならびに骨格筋における２型脱

ヨード酵素遺伝子の転写調節メカニズムの解析をおこなった。 
研究成果の概要（英文）：We have studied the molecular mechanism of the transcriptional 
regulation of the type 2 deiodinase gene in the thyrotrophs and skeletal muscle cells.  
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１．研究開始当初の背景 
甲状腺より分泌されるthyroxine (T4)はプロ
ホルモンと考えられ、5’-脱ヨード反応によ
って活性型の tri-iodothyronine(T3)へ変換
される。この反応を触媒する脱ヨード酵素
(deiodinase)には 1型、2型、3型があるが、
2 型脱ヨード酵素(D2)のノックアウトマウス
のみが T3による甲状腺刺激ホルモン(TSH)産
生に対する抑制（ネガティブフィードバッ
ク）を障害される。D2 は下垂体での発現が著
明で、T3 とその受容体(TR)により負の調節を
受けることからも、下垂体-甲状腺系におけ
る恒常性維持に重要と考えられている⁶。D2
はまた骨格筋に発現している主要な脱ヨー
ド酵素でもある。従って生理的条件下で全身
の T3 濃度を規定し、エネルギー代謝の要と
なる分子であると考えられる。D2 遺伝子が
T3 により転写レベルで抑制されることは極
めて重要であるが、分子機序は明らかになっ

ていない。D2のヒト心筋、甲状腺での発現制
御には cAMP、Nkx-2.5、GATA-4、TTF-1 など
種々の因子の関与が報告されている。また近
年、細胞膜に存在する胆汁酸受容体のシグナ
ルが蛋白リン酸化酵素 A(PKA)を介して D2 プ
ロモーターを刺激し、インスリン抵抗性を改
善する事が報告されている。一方、下垂体の
TSH の産生細胞においてはその分化を決定す
るのは転写因子 Pit1 と GATA2 であり、また
骨格筋分化に特異的な転写因子としては
serum responsive factor (SRF)が知られて
いる。これらはそれぞれ TSH 産生細胞、骨格
筋細胞の表現型を決定する因子であるが、D2
発現における意義は不明である。本研究にお
いて下垂体ならびに骨格筋における T3 によ
る D2 遺伝子への負の調節機序を検討した。 
 
２．研究方法 
① レポーターアッセイ：本研究では従来か



 ら T3 による転写活性化（正の調節）の解析
に頻用されて来た腎由来の CV1 細胞のほか、
下垂体 TSH 産生細胞由来の TαT1 細胞、成長
ホルモン産生細胞由来の GH3 細胞、骨格筋由
来の C2C12 細胞を用いた。ヒト D2 プロモー
ターに CAT 遺伝子を結合させ、レポーター遺
伝子を作成した(以下 hDIO2-CAT)。下垂体の
分化に関わる転写因子として GATA2、Pit1、
骨格筋の分化に関わる転写因子として SRFが
知られている。また T3 受容体(TR)としては
下垂体では TRβ2、骨格筋では TRα1 が主に
発現している。これらの発現プラスミドを
hDIO2-CAT と共にリン酸カルシウム法で CV1
細胞に遺伝子導入した。24時間後に培地を交
換し、T3(0〜 1μM)を添加した。さらに 24
時間後に細胞を回収し、CAT 活性を測定した。
またヒト D2 プロモーターにルシフェラーゼ
遺伝子を結合させ、レポーター遺伝子を作成
した(以下 DIO2-hRluc)。内因性に TRβ2を発
現する下垂体 TSH 産生細胞由来 TαT1 細胞、
成長ホルモン産生細胞由来 GH3細胞あるいは
骨格筋由来 C2C12 細胞を用いて、DIO2-hRluc
を、GATA2 と共にリポフェクション法で遺伝
子導入した。5時間後に ligand として T3( 0
〜1μM)を添加し、さらに 24 時間後に細胞を
回収し、ルシフェラーゼ活性を評価した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に 3 種類の D2 プロモーターの欠失変異
体を作成した(図 1A)。意外な事に既報の GATA
サイトを全て欠如した場合(Δ3)でも、基礎活
性は維持され、これら GATA という配列はこ
のプロモーターの活性化には必須でないと
考えられた。Δ3 よりも下流には GATA という
配列は存在しないが、GAT あるいは GATC とい
う配列も GATA-REとして機能することが知ら
れている。D2 プロモーターの cAMP 応答領域
(CRE)の直下に 2 箇所の GAT 配列、その逆行
の 2箇所の ATC 配列が存在することを見出し
た(図 2A)。そこでその欠失変異体Δ4、Δ5 を
作成したところ、Δ4 では基礎活性が残存して
いたが、Δ5 では活性が有意に低下していた
(図 2B)。 

② ゲルシフトアッセイ：CV-1 細胞にトラン
スフェクションを行って GATA2 を発現させ、
その核抽出液を採取した。後述する2つのGAT
を含む配列(図 1A)のセンス、アンチセンス
DNAをアニールさせγ32P-ATPで放射ラベルし
た。これを CV1 細胞の核抽出液とを室温で 20
分インキュベートした。結合反応は 10mM 
HEPES-NaOH (pH 7.9), 50mM KCl, 0.1mM EDTA, 
10% glycerol, 0.5mM dithiothreitol を含ん
だ buffer と 0.1mg/ml poly(dI-dC)の条件で
行い、１レーンあたりの総量が 20μl となる
よう調整した。インキュベートした complex
を 5% polyacrylamide gel に 150V で 2 時間
泳動し、その後ゲルを乾燥させ、FLA-3000 オ
ートラジオグラフィーを用いて評価した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 ３．研究成果 
  
 I. 下垂体における D2 遺伝子の転写制御 
  転写因子 GATA2 は GATA という DNA 配列に

結合する事が知られている。hDIO2 プロモー
ターの配列をコンピュータサーチすると、
GATA 配列が４つ見いだせた(図 1A)。さらに
Pit1 結合配列類似の配列が予想された。CV-1
細胞を用いたレポーターアッセイの結果、
hDIO2-CATの活性はPit1は基礎活性に影響し
なかったが GATA2を共発現させることにより
10～20 倍上昇した(図 1B)。 

 
 
 
いずれか一方あるいは両方に変異を導入し
(図 3A)、内因性に GATA2 を発現している下垂
体 TSH 産生細胞由来の TαT1細胞でレポータ
ーアッセイを行ったところ、D2 プロモーター
の活性化は低下した(図 3B)。 
  
 
 

 
 



  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  

  
  
  
  
 これら 2 つの GAT を含む配列のプローブ
(Wt、図 4A)を放射標識し、ゲルシフトアッセ
イを行った。蛋白として GATA2 を発現させた
CV-1 細胞の核抽出液と反応させたところ、バ
ンドが出現した(図 4B)。このバンドは cold 
competitor(M1〜M3、図 4A)で消失し、さらに
GAT 配列を破壊した oligo DNA では競合が消
失した。またGATA抗体でスーパーシフト(SS)
することから GATA2 の結合が証明された(図
4B)。２つの GAT 領域にプライマーを設定し
(図 4C)、TαT1 細胞を用いて chromatin 
immunoprecipitation (ChIP) assay を行った。
GATA2 に対する特異抗体で PCR 増幅産物の増
加傾向を認めた(図 4D)。  

TSHβ遺伝子プロモーターに GATA-RE が存在
し、TRH受容体からのシグナルによって GATA2
の転写活性化能が促進されることを我々は
最 近 報 告 し た (PLoSOne.2011 6(4):  
e18667)。hDIO2-CAT の活性は、TRH と TRH-R
を共発現させると、 GATA2 単独刺激の場合よ
りも増加したが、その割合は約 1.6 倍と軽度
であり、GATA-RE 配列の違いによる可能性が
示唆された(図 5C)。 
 すでに我々は、GATA2 による転写活性化が
T3 結合 TR による TSHβプロモーターへの負
の調節の本質であることを報告している
(Mol Endocrinol. 2007,21(4):865-84)。そ
こで TRβ 2 を共発現させた条件下で
hDIO2-CAT への T3 の効果を検討した。転写活
性は T3 依存性に抑制され (図 6A)、この抑制
は forskolinであらかじめプロモーター活性
を増強しておいた場合にも認められた 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 今回我々が発見した GATA-REの直上には典
型的な CRE が存在する(図 5A)。そこで蛋白リ
ン 酸 化 酵 素 A(PKA) の 活 性 化 剤 で あ る
forskolin を添加したところ、され単独では
２倍程度の活性の上昇であったが、ここに
GATA2 を共存させると相乗的な上昇が認めら
れた。同様の所見は TαT1 細胞でも認められ
た。 

(図 6B)。PKA 系による刺 
激よりも T3 による負の 
調節の方が優位であると 
考えられた。内因性に 
Pit1 と TRβ2 が発現して 
いる下垂体 GH3 細胞に 

 
GATA2 を共発現すると、  
hDIO2-luc の活性はやはり  
T3 依存性に抑制された 
 (図 7)。  



考察 II. 骨格筋における D2 遺伝子の転写制御 
  
１. 下垂体 TSH 産生細胞における D2 の発現
調節について 

膜型胆汁酸受容体のシグナルは PKA 系を介 
して D2 プロモーターに存在する CRE を刺激
する事が知られている。CV1 細胞を用いたレ
ポーターアッセイで調べると forskolinによ
る PKA の活性化は T3 結合した TRα1 によっ
て抑制を受ける事が分かった(図 8A)。 

 末梢の甲状腺ホルモンの標的臓器では D2
酵素はユビキチン化され、その過程は T4 に
よって促進される。すなわち D2 の酵素活性
はむしろ翻訳後の段階で制御される。これと
対照的に下垂体 TSH 産生細胞では D2 はむし
ろ転写レベルで制御されており、T3 による負
の調節が重要であることが報告されている
（Endocrinology 147: 1735-1743, 2006）。
T3がTSH産生を抑制することは良く知られて
いるが、D2 が T3 で抑制されることが下垂体-
甲状腺系においてどのような意義を持つの
かは明らかでない。下垂体 TSH 産生細胞にお
いて、T3 は TSH 産生に対し負に働く一方、D2
の転写を抑制することで細胞内 T3 濃度の増
加を抑えている。このような相反する微妙な
調節機構で、刻々と変化する血清 T4 レベル
をリアルタイムに TSH産生に反映させている
のかもしれない。この点については今後の検
討である。 

一方、骨格筋の分化に関わる転写因子として
SRF が知られている。我々は CV1 細胞に遺伝
子導入した hDIO2-CAT の活性が SRF の共発現
で著しく増強することを見いだした。しかし
forskolin による活性化と異なり T3 結合 TR
α1 による負の調節は軽微であった(図 8 B)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 今回の検討で下垂体 TSH産生細胞において
GATA2がD2産生への負の調節にも関与してい
ることを明かにした。GATA2 は D2 の基礎転写
活性ならびに PKA 依存性の活性を維持し、そ
の活性は T3結合 TRβ2によって抑制された。
TSHβプロモーターにも GATA-REが存在する。
我々はこれまでに (1)このプロモーターの
真の活性化因子は Pit1 でなく GATA2 である
こと、(2) GATA2 は TRβ2と相互作用して T3
による負の調節を担っていること、(3)さら
に GATA2 は TRH 受容体からのシグナルを媒介
することを報告してきた。今回の検討で、D2
は TSHβと同じく GATA2 で活性化されるが、
TRH シグナルによる刺激効果はより軽度であ
った。一方、D2 とは対照的に GATA2 と Pit1
による TSHβ遺伝子プロモーターの活性化に
は PKA は極めて軽微な影響しか及ぼさない
(PLoS One. 2011 6(4):e18667)。このことは、
D2 と TSH はどちらも T3 で負の調節を受ける
が、両者の基礎転写活性はそれぞれ異なった
機序で維持されていることを意味する。こ
のような差異はD2とTSHβプロモーターが異
なる GATA-RE 配列を有する事、あるいは D2
では CREの直下に存在している事と関係して
いるのかもしれない。下垂体 TSH 産生細胞に
おける PKA系がどのようなメカニズムで活性
化されるかは現在明らかではないが、それが
T3 によるネガティブフィードバックのセッ
トポイントを制御している可能性があり、今
後の検討課題と考えている。 

 
 
 
 
 
 
 
SRF の発現は運動など機械的刺激で増加する
ことが知られている。そこで骨格筋由来の
C2C12 細胞に SRF を過剰発現させたところ、
T3結合TRα1が存在していてもhDIO2-CAT活
性は用量依存性に増加した(図 9)。PKA とは
異なりSRFを介する経路はT3による負の調
節に対し抵抗性である可能性が考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 ２.骨格筋における D2 の発現調節について 

 骨格筋の細胞膜には胆汁酸受容体が存在
して PKA を介して D2 発現を促進する事が報

 
 



告されている。しかし図 8に示すように、PKA
系の刺激によって促進される D2 の発現は骨
格筋内の T3 を増加させて D2 発現を抑制し、
PKA の効果を打ち消す可能性がある。一方、
骨格筋特異的転写因子 SRF による D2 プロモ
ーターの活性化は T3 による負の調節を受け
難い (図 8B、9)。SRF の発現は運動刺激によ
って増加する。今回得た所見は運動によるイ
ンスリン抵抗性改善機序の一つである可能
性があり、現在詳細な解析を行っている。 
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