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研究成果の概要（和文）：甲状腺ホルモン(T3)は核内の甲状腺ホルモン受容体(TR)に結合し、標的遺伝子の転写
活性を調節することでホルモン作用を発揮している。私達はTRの転写調節に関与する因子の解析から、mRNA合成
反応を進行させる転写伸長促進因子P-TEFbの構成要素であるcyclin dependent kinase 9 (CDK9)がTRと結合する
ことを発見した。TRはCDK9を呼び込んで転写伸長反応を進行させることで標的遺伝子の転写活性を増強している
可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Thyroid hormone (T3) binds to the thyroid hormone receptor (TR) in the 
nucleus and exerts hormonal action by regulating the transcriptional activity of the target gene. 
From the analysis of factors involved in transcriptional regulation of TR, we found that cyclin 
dependent kinase 9 (CDK9), which is a component of the positive transcriptional elongation factor 
(P-TEFb) that promotes mRNA synthesis reaction, binds to TR. By recruiting CDK9, TR promotes the 
transcriptional elongation reaction and enhances the transcriptional activity of the target gene.

研究分野：内分泌代謝
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１．研究開始当初の背景 

甲状腺ホルモン(T3)は生体の成長、発達、

分化、エネルギー代謝などに必須のホルモン

であり、その作用は甲状腺ホルモン受容体

（TR）を介して発揮される。TR は核内受容体

スーパーファミリーの一員であり、T3 依存性

に標的遺伝子の転写を活性化(正)または抑

制(負)に変化させる転写因子として働いて

いる。T3 により正に調節される遺伝子では、

TR に T3 が結合することにより①コリプレッ

サー(NCoR, SMRT)の解離、②コアクチベータ

(p160, CBP/p300)の結合、ヒストンのアセチ

ル化、③メディエーター複合体の結合、基本

転写因子および RNA polymerase II (RNAPII)

の呼び込み、が生じ転写が開始される（図１）。 

 

一方、T3/TR による負の転写調節機構の詳

細は明らかとなっていない。さらに T3/TRが、

ある遺伝子では正、ある遺伝子では負、とい

うように、転写調節をどのように切り替えて

おり、その切り替えの鍵となる因子は何か、

という根本的なメカニズムが不明である。TR

の転写制御にはいまだ未知部分が残されて

いる。 

最近、多くの遺伝子発現の過程で RNAPII

は転写開始点から下流へ約 25-50 塩基ほど進

行したところで DSIF, NELF という２つの転

写 伸 長 阻 害 因 子 が 結 合 し て 一 時 停 止

(pausing)し、mRNA 合成が休止することが明

らかとなっている。pausing の解除に働くの

が転写伸長促進因子positive transcription 

elongation factor b(P-TEFb)である。P-TEFb

は cyclin dependent kinase (CDK)9 と cyclin 

T からなる複合体である。抑制因子である

Hexamethylene bis-acetamide inducible 

protein 1 (HEXIM1)が解離して活性化状態と

なると、P-TEFb は RNAPII の最大サブユニッ

トである Rpb1 の C 端に存在する 7 アミノ酸

の繰り返し配列(C terminal repeat domain, 

CTD)の 2番目のセリン(Ser2)をリン酸化する

ことで NELF を RNAPII から解離し、さらに

DSIF をリン酸化することにより DSIF を転写

伸長促進因子に変化させ mRNA 合成を進行さ

せる(図２)。 

 

このような転写伸長反応の制御は mRNA合成

過程の律速段階となっており、転写調節の重

要なステップであるが、甲状腺ホルモンによ

る転写調節と転写伸長反応との関係を検討

した研究報告はなく、我々はここに新たな相

互作用発見の可能性があると考えた。 

 

２．研究の目的 

 TR と転写伸長因子との相互作用を検討し、

TR の転写制御機構に関する新規メカニズム

を解明することを目的とする。 



３．研究の方法 

① TRと転写伸長因子との結合を免疫共沈降

法(Co-IP)で検討し、GST-pull down 法を

用いて詳細な結合部位を同定した。 

② 転写伸長反応の鍵となる P-TEFb の構成

要素である CDK9 のキナーゼ活性阻害剤

を投与して T3/TR の転写調節への影響を

検討した。 

③ RNAi を用いて CDK9 をノックダウンした

場合の T3/TR の転写調節への影響を検討

した。 

 
４．研究成果 

①TR と転写伸長因子の結合の確認 

FLAG-TRβ1 発現プラスミドを 293T 細胞に

遺伝子導入して核蛋白を抽出し、抗 FLAG 抗

体(Sigma 社)を用いて Co-IP を施行した。結

合蛋白は各転写伸長因子特異的抗体を用い

てイムノブロットで検出した(図 3)。 

 

P-TEFbの構成要素であるCDK9と TRとの結

合が認められ、両者の結合は T3 非依存性で

あった。 

 次に TR の機能的な３つのアイソフォーム

TRα1、β1、β2と CDK9 の結合を FLAG-TR を

293T 細胞に遺伝子導入し Co-IP で確認した。 

 

 すべての機能的 TR アイソフォームが CDK9

と結合可能であることが示された（図 4）。 

 続いて CDK9 の各領域を欠失した変異体を

GST と結合させた融合蛋白を作成し、

GST-pull down 法で TRとの結合部位の同定を

行った。 

 

CDK9 の N 末端の欠失で TR との結合が消失

し、CDK9 の N 端 82 アミノ酸のみで TR との結

合が確認できた（図 5）。 

次に TR の欠失変異を作成し、GST-CDK9 と

の pull down assay で結合部位を調べた。 

 

 TRβ1のC末端を欠失すると結合が消失し、

C 端側の 135 アミノ酸のみで両者の結合が確

認された（図 6）。 

 以上から TRの C末端と CDK9 の N末端が結

合することが示された。 

 

②P-TEFb の阻害剤を用いた検討 

 CDK9 の キ ナ ー ゼ 活性 阻 害 剤 で あ る

5,6-dichloro-1β-D-ribofuranosyl benzimi 

-dazole(DRB)と flavopiridol(FP)を下垂体

由来の細胞株 LβT2 細胞に添加し、T3/TR 標



的遺伝子の発現に対する影響を定量的

RT-PCR で検討した。 

 

 T3 により正に制御される thyroid hormone 

responsive spot14 (Thrsp, Spot14)および 1

型脱ヨード酵素(Dio1)の発現は DRB, FP 添加

により濃度依存性に抑制された（図７）。 

 以上より、薬剤投与により CDK9 の活性を

阻害すると T3/TRによる転写活性化が障害さ

れることが確認された。 

 

③CDK9 の RNAi によるノックダウン 

 CDK9特異的siRNAをリポフェクション法で

LβT2 細胞に導入し、T3/TR の転写制御への

影響を定量的 RT-PCR で確認した（図 8）。 

 

 

 

 

CDK9 siRNA の導入により CDK9 の遺伝子発

現を約 50％抑制したところ、T3/TR 標的遺伝

子である Thrsp, KLF9 の T3 依存性の転写活

性化は約 30％有意に抑制された。一方、ハウ

スキーピング遺伝子であるβ-actin の発現

は CDK9 発現を抑制しても変化しなかった。 

この結果から CDK9 が T3/TR の転写活性化

作用に重要な因子であることが確認された。  



TRは T3依存性にRNAPIIを呼び込んで標的

遺伝子の mRNA 合成を開始させるとともに、

CDK9 との相互作用を介して転写伸長因子

P-TEFb を呼び込んで速やかに転写伸長反応

を進行させることで転写を活性化している

と考えられた(図９)。 
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