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研究成果の概要（和文）：アクアポリン2(AQP2)は腎集合管に発現する水チャンネル分子で、その発現にGATA2が
重要と報告されている。我々は、腎由来の培養細胞に甲状腺ホルモン(T3)受容体(TR)とGATA2を発現させAQP2遺
伝子の転写活性を検討した。抗利尿ホルモンDDAVPはGATA2によるAQP2の転写を増強し、DDAVPに拮抗してT3は
AQP2の転写を抑制した。AQP2遺伝子上のGATA2結合配列を破壊するとT3/TRによるAQP2の転写制御が消失し、
DDAVPシグナルの下流にあるCREB結合配列を破壊した場合はT3/TRの転写制御が維持されたことから、GATA2とTR
の相互作用の重要性が確認できた。

研究成果の概要（英文）：Aquaporin 2 (AQP2) is a water channel molecule expressed in renal collecting
 duct cells. It has been reported that the transcription factor GATA2 is important for the 
expression of the AQP2 gene. We examined the transcriptional activity of the AQP2 gene by expressing
 the thyroid hormone (T3) receptor (TR) and GATA2 in cultured kidney-derived cells. The antidiuretic
 hormone DDAVP enhanced GATA2-mediated transcription of AQP2, while T3 antagonized DDAVP and 
suppressed AQP2 transcription. Disruption of the GATA2 binding sequence on the AQP2 gene abolished 
the T3/TR-mediated transcriptional regulation of AQP2, while disruption of the CREB binding sequence
 downstream of the DDAVP signal maintained the T3/TR transcriptional regulation, confirming the 
importance of the interaction between GATA2 and TR.

研究分野：内分泌代謝内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
甲状腺機能低下症では、浮腫や体重増加が認められ水分貯留傾向となることが知られている。甲状腺ホルモン
(T3)はGATA2との相互作用を介してAQP2の転写を抑制し利尿効果を発揮していることが考えられた。甲状腺機能
低下症ではAQP2の転写抑制がなくなり、AQP2が高発現することにより抗利尿効果が強まって水分貯留傾向となる
ものと考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 腎集合管に発現するアクアポリン 2(AQP2) は、抗利尿ホルモン(ADH)刺激に反応して水再
吸収に働く水チャンネル分子であり、重要な体液調節因子である。一方、甲状腺ホルモン
(T3) は甲状腺ホルモン受容体(TR)を介して様々な標的遺伝子の転写を正または負に調整
することでホルモン作用を発揮している。 
重篤な甲状腺機能低下症では、腎機能低下や水利尿障害を生じ、浮腫や低 Na 血症がしば
しば認められる。したがって T3 は体液調節に重要な役割を果たすと考えられるが、T3 の腎
臓への作用に関しては不明な点が多い。AQP2 遺伝子の発現は、甲状腺機能低下状態で増加、
機能亢進状態で減少することが報告されており、T3 は AQP2 遺伝子を負に転写制御して水利
尿作用を発揮していると考えられるが、その詳細なメカニズムは不明である。 
我々は、これまで T3 による標的遺伝子の負の転写調節に関して研究し、転写因子 GATA2
を介した下垂体 TSHβ 鎖遺伝子、2 型脱ヨード酵素遺伝子、視床下部 prepro-TRH 遺伝子の
負の転写制御モデルを報告している。最近 GATA2 が AQP2 遺伝子の主要な活性化因子である
ことが報告されており、AQP2 にも GATA2 を介する共通の分子機構があるとの仮説を立て本
研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、腎集合管における AQP2 遺伝子の発現を T3 が転写レベルで負に調節し
ていることを確認し、T3/TR の作用点を明らかにすることである。甲状腺ホルモンによる体
液調節メカニズムの解明を目標としている。 
 
３．研究の方法 

① 腎集合管にTRとAQP2が発現していることを確認 
末梢組織で作用する TRには TRα1と TRβ1 の２つのアイソフォームが存在する。腎集合
管に TR と AQP2 が共に発現していることを確認するためマウス腎臓組織切片を用いて抗
TR(α1, β1)抗体と AQP2 抗体による 2重免疫染色を行った。 
 

② AQP2遺伝子の転写制御におけるGATA2とTRの相互作用の検討 
AQP2 遺伝子上流に存在する GATA site を含むプロモーター領域を CAT 発現ベクターに組
み込んだレポーター遺伝子(AQP2-CAT)をリポフェクション法で培養細胞系に発現させ、
GATA2, TR の存在下で T3による転写調節が再現されるかを検討した。GATA 結合配列の破壊
実験および TR との結合能喪失した変異 GATA2 の発現実験により AQP2 遺伝子制御における
GATA2 と TR の相互作用を確認した。 
 

③ ADH/PKA系によるAQP2の発現調節とT3/TRの転写調節の関わりを検討 
 ADH は、プロテインキナーゼ A(PKA)を活性化し CREB リン酸化を介して AQP2 の発現を増
加させ、GATA2 と協調して AQP2 の転写を活性化していると考えられる。T3/TR の負の制御と
ADH の活性化との相互作用を調べるため、マウス腎集合管由来 mIMCD-3 細胞へ PKA 活性化剤
である Forskolin(FK),と Isobutyl-methylxanthine (IBMX)、長時間作用型の抗利尿ホルモ
ンである酢酸デスモプレシン(DDAVP)を添加して AQP2-CAT の転写活性を検討した。 
 
４．研究成果 

① 腎集合管主細胞にはTRα1とAQP2が共に発現している 
 マウス腎臓の組織切片を抗 AQP2 抗体と反応させペルオキシダーゼ（POD）標識二次抗体と
DAB で染色すると、集合管主細胞が同定された（図 1a）。 抗 TRα1, TRβ1 を用いた免疫染
色では、TRβ1では発現が確認できなかったが、TRα1が染色されることが確認できた（図
１b）。両者の 2重染色により集合管主細胞に AQP2 と TRα1 が共に発現していることが示さ
れた（図１c）。 



 

② TRはGATA2との相互作用を介してAQP2遺伝子の転写をT3依存性に抑制する 
AQP2 遺伝子上流に存在する GATA site を含むプロモーター領域を CAT 発現ベクターに組
み込んだレポーター遺伝子(AQP2-CAT、図 2A)をリポフェクション法でサル腎臓由来 CV1 細
胞に導入し、GATA2 を発現させると AQP2-CAT の転写が活性化し、T3/TR により抑制されるこ
とが確認できた(図 1B)。TR との結合能を喪失した変異 GATA2(C349A)を発現させた場合は転
写の活性化は認められず、T3/TR による転写制御も消失した(図 2C)。 

 

③ ADH/PKA系によるAQP2の発現にはGATA2の存在が必須である 
 mIMCD-3 細胞へ FK と IBMX を添加して PKA 系を活性化すると、GATA2 による AQP2 の転写
活性化が著しく増強された。TRα1 は T3 添加により AQP2 の転写を抑制した。AQP2 遺伝子
プロモーター上の CREB 結合配列に変異を導入した AQP2-CREmut-CAT（図 3A）では IBMX+FK
添加と GATA2 の協調効果は減弱した(図 3B)。さらに AQP2 遺伝子プロモーター上の GATA 結
合配列に変異を導入した AQP2-GATAmut-CAT（図 3A）では AQP2 の転写活性化は完全に消失し
た(図 3B)。 
 mIMCD-3 細胞へバソプレッシン受容体(V2R)と GATA2 を発現させ DDAVP を添加すると AQP2
の転写は著明に増強された。GATA2 の発現がない場合には DDAVP による転写活性化は認めら
れなかった(図 3C)。AQP2-CREmut-CAT では DDAVP と GATA2 による転写活性化は減弱したが、
TRα1と T3 による負の調節は維持されていた。AQP2-GATAmut-CAT では DDAVP と GATA2 によ
る活性化は全く認められなかった(図 3C)。 

 これらの結果から、AQP2 遺伝子の ADH-PKA 系刺激による転写活性化には GATA2 の存在が



必須であること、ADH と GATA2 が協調して活性化した AQP2 の転写を T3/TR が抑制すること
が示された。 
 

④ ADHによるAQP2の転写活性化をTRα1はT3濃度依存性に抑制する 
DDAVPとT3を同時に添加した場合、AQP2-CATの転写はDDAVPの濃度依存性に活性化され、
T3 は DDAVP に拮抗して AQP2 の転写を濃度依存性に抑制することが示された（図 4）。 

 
 以上の結果から、ADH 刺激に伴う AQP2 遺伝子の発現に GATA2 の存在は必須であり、ADH と
GATA2 は協調して AQP2 遺伝子の転写を活性化していることが判明した。腎集合管に発現す
る TRα1は GATA2 との相互作用を介して ADH 刺激に拮抗して AQP2 の発現を濃度依存性に抑
制していると考えられた（図 5）。 

 甲状腺機能低下症では、T3/TR による AQP2 遺伝子発現抑制がなくなり、ADH 刺激による
AQP2 発現が優勢となっていると考えられる。重篤な甲状腺機能低下症では、ADH/PKA 系のシ
グナルが軽度でも AQP2 の発現が増加しており ADH 不適切分泌症候群(SIADH)で認められる
水貯留傾向と類似した病態が生じる結果、低 Na血症や浮腫を引き起こすものと推測された。 
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