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Since  effects of thyroid hormones  on  cardiac function  or  rhythm  has  been  shown,

wheater  triiodethyronine (T3)  modulates  voltage-gated potassium  channel  gene  expression

in  rat heart or not was  studied in the present study. The  mRNA  expression of five K+

channel  subunits (kv 1.2, kv  1.4, kv  1.5, kv  2.1 and  kv  4.2) in  rat ventricle was  examined

by RNase  protection assay in rat which  were  treated with  T3  or propylthyouracil (PTU)

and  was  compared  with  control rats. Kv  1.2 mRNA  expression strongly decreased  in the

ventricles of T3-treated rats, whereas  Kv  1.5 mRNA  increased, comparing  to control rat

ventricles. In  contrast, Kv  1.5 mRNA  expression  in the  ventricles strongly  decreased

and  Kv  1.2 mRNA  expression increased in PTU-treated  rats. Interestingly, Kv  1.4 mRNA

expression in ventricle was  obviously enhanced  by  PTU-treatment  although  it was  hardly

detectable in control or  T3-treated rat ventricles. The  down-regulation  of the ventricular

Kvl.5  mRNA  expression by  PTU  was  restored by  administration of T3. No  changes  of

Kv2.1  and  Kv4.2  mRNA  expression in ventricles were  observed by  the T3  or PTU  treatment.

These  findings suggest that thyroid hormone  influences mRNA  expression of Shaker-related

potassium  channel  genes  (Kv  1.2, Kv  1.4 and  Kv  1.5) in  rat heart through  T3  receptor-

mediated  regulation at a  transcriptional level by  an  individually different direction.
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は じ め に

近年多種額の電位依存性カリウムチャネル遺伝子のタ

ロ…ニソグがなされ ラット心臓では主をこKvl.2,Kv

1. 右 Kvl.5,Kv2. 1,Kv4.2mRNA の発現が報告

されていか ).これらの遺伝子発現は,培養脳下垂体 GH3

細胞の Kvl.5mRNA 発現の検討からゲルココルチ:I

イドで増加 し2),thyTOtrOPin-reieasimghom one 汀RH)

で減少することが示されている3㌧ また培養心贋細胞の

Kvi.5 mRNA 発現は cAMPresponseelement (CRE)

を介 して cAMP をこより転写活性が増加 し4) , グルココ

ルチコイ ドでも増加することが知られている5).

一方,甲状腺機能克遮症モデルの魔では心房筋の有効

不応期が短縮することが報暫されているが6),その機序

は不明である.電位依存性カリウムチャネルは活動電位

持続時間を規定する盈要な要因であり,甲状腺疾患にお

けるjb病態が知 られていることから,甲状腺ホルモンが

これらの電位依存性か )ウムチャわ レの遺伝子発現を修

飾 している可能性が考えられる.今回,甲状腺ホルモン

がb室の Kvl.2,Kvl 凍 KvL5,Kv2. h Kv4,2

αサブユニット遺伝子発現に影響するかどうかを検討す

るために, ラットに T3 を,また T3 を低下 させるた

めに Propy肋 youraciH PTU) を慢性投与 し,心室筋

における電位依存性が ノウムチャネルの発現を調べ,そ

の調節機序を検討 し考察を加えた.

対 象 と 方 法

1. 動 物

ボ遇齢雌性 Sl~)種:十､.,卜 (.休重 1Ttト 18() gl を pr｡-

pyithyouraciH FrU) 投与艶 triiodethyyonine(T3)

投Ij一群. 二J:･卜｢.- ′L群に分けた.lr｢U 投Lj･群は ITLT

原莱 4mg を 5% CM -C磨uu旦ose0.25ml で溶解 して

体重 100g あた り 4mg を連 日4 週間胃管チュ-プで

授与 した.T3 投与群は T3 (リオチロニソナ トリウム

錠,武田薬品工業株式会社)を粉砕 し,25pg を蒸留水

0.5ml で溶解 して体重 100g あたり 25tlg として,

コソトロ-ル群は蒸留水を 100g あたり 0.25ml を,

それぞれ 4週間連 日胃管チュ-ブより授与した.心室筋

におけるカリウムチャネル mRNA 発現量の経時的変

化を検討するために,T3 を1日及び 3 日授与する群,

Fr u を 1, 2, 3 週間授与する群も作った.また PFU

による劫梁が 13低下のためかどうかを綬紺するため fyTU

2週間投与後に T3 を 1 回授与 し24時間後に心臓を掃

出して検討 した,

投薬終了後麻酔下で開胸 し 心臓から採血を行い,血

宿 TS,T4 健を Rt A 法で測定 した,心臓を摘出L Pヨs

で血液を洗い流 した練をこ心臓霧畳を測定 し 心蛮畳比を

心重量/倦重畳として求め,T3 の心臓全体への作用を

検討 した.

2. RNA の抽出

掃出した心液より右 山室を切 り出し,acidguarlidini um

thioC1,こlIlatP-Pheno 1-｡hlorororm 法で IiNA を抽出 し

た.

:i. ラ･ソトの電位依存性カリウムチャネルの cDNA

クローニング

正常ラット心室筋より RNA を抽出 L,表 1 に示す

プライマ-を用い,TeVerSetrarlSeCriptase-polymerase

chainreaction (RTIPCR) 法により,ラット電位依存

性カリウムチャネル (Kv) の部分 cDNA をタロ-ニ

ソダした.

得 られた cDNA は pB豆ueseriptⅡ SK +ベクタ-

にタロ--ニソグした. クローニングされた cDNA はす

べて Llut(nliltt-d1)NA s( -(lu(さ11 Cet~(ju 3I 3T3A :Ppt･kin

ElmerJapan,urayasu,Japan) をこて塩基配列を確認

寮 1 ラット電位依存性カリウムチャネルに対するプライマ-の設定

cDNA TemplatesReferences Nu(ご1rLOtides Senceprimay, Antis(､nc.eprimこlr

K V 1.2[R B K 2] (7) 1143-1∠皇01 5'-TT(｢rGGGATGAGAACGAGGA-3′ 5'-rTTAGCTGAGAAGCCAGAGGA-3′

K -ヽ1.4[RHKH(8) 673-905 5′-TTCCAGAAACTCTGTTGGGA-37 57-TTTGTGAGAGAAGAGGAGGA-3r

KV1.5[KVl](9) 2394-2741 5'-TTCCCGCTGCCTGGTAACCA-3' 57-ATGCGAACCAGGGTGGACGC-31

KV2. 1[d rkl](10) 1536--953 51-GGGATCCCCCGAAAAGGCCA-3f 5㌧CTCTGGTTTCTTCGTGGAGA-3′
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した.また,Housekeepin 宮遺伝子である Rat留Iyce-

raldehy麗｢3TPhosphatedehydro酢naSe(GAm H) mRNA

を検出するために pGEM3Z ベクタ- (Promega) に

クローニングした (nucleotides673-787)(D r.氏.Wu 予

ComellUniversity,Ithaca ,NY より提供)cDNA を

用いた,

プラスミドは EcoR 王 (Kvl ,2,Kvl A Kvl.5) 又

は BamH 王 (Kv2.1,Kv4.2,GAPDH) で直線化 L,

それらをテンプレ- 卜として T3RNA ポリメラ-ゼ (Kv

1,2,Kvl珠 Kvl.5cRNA) 叉は T7RNA ポ リメ

ラ- ゼ (Kv2. 1,Kv4.2,GAPDH CRNA) と 32p を

用いた jnvitrotramscy豆ptio n を行 い , 32p でラベル

されたアンチセンス eRNA プロ…ブを作成 した,

･1. RNaL<tIProtL･ditlnA.itSay'

左心室心筋から抽出 した RNA と陰性 コソ トロ-ル

として tRNA (PTOmega) のそれぞれ 10llg に 32p で

ラベルした Kvl .2,Kvl .4,Kvl.5,Kv2.1,Kv4,2

と GAPDH のアソチセソス cRNA プローブを加え,

45 ℃で-晩-イブリダイズした,-イブリダイズしなかっ

たプローブは リボヌクレアーゼA (0.3mg/ml;Si gma ,

St.Louis,MO) とリボヌクレアーゼ Tl(30unit/mH

GIBCO/BRL,Grandlsland ,NY) で30 ℃,60 分で消

A

T3(ng/d l)

Cont. PTU T3

2〔11

化した.さらにリボヌクレア-ゼはプロテイナーゼK (0.5

m琵/m l,Promega) で37 ℃,30 分で消化 した.-イプ

リダイズしたプロ-プをフェノール/クロロホルムで抽

出してエタノール沈殿後,85 ℃で 3分熱変性させ, 6%

ポリアクリルアミドゲルで電気泳動後,ゲルを乾燥 した.

カリウムチャネル mRNA を検出するためには,Ⅹ線

フイルム (Fujiphoto,T｡kyo,Japan) に-70 ℃で20

時間露出 して現像 しヲGAPDH mRNA を検出するた

めに同じゲルをさらをこⅩ線フィルムに-70 ℃で6時間霧

出して現像 した.X 線フィルムで検出されたプロ--ブバ

ソドをスキャナー (HP Sc anJet3C,Hewlet卜Packard ,

Greeley ,m )で取り込み,各バソ卜､の濃さを Nm image

software (1.59,Nm DivisionofComputerReseych

andTechnolo 哲y,Bethesda ,MD)でコソピュ-ター

解析を行 った (PowerMacintosh9,500/132Apple

Computer,CupeTtino,CA). チ-ターは各カ リウム

チャネル mRNA と GAPDH mRNA の比で表 し,氏

較定量 した,

5. 統 計

数値は平均±標準偏差で表 し,統計学的検討には対応

のない t検定 (Mann-Whitney のU 検定)を用い, p

値が 0.05 以下を有意とした.

T4 (Fig/d l)
P<0,01

Contro一 PTU T3

図 1 73 及び PTU 4 週間投与嬢の血清 T3,T4 測定値

CoTlt. ::1ント1トー′L､PTLT:pr叩ylthrourこIC il.T3:triiodet恒･ronine.
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成 績

1. 血清 T3と T4 値及び体重量増加率と心重

量比
PTU を4週間授与した群では血清 T3 健及び T4 値

はコソ トロ-ル群と比較 してそれぞれ有意に低下 してい

た (50.0±O. ()ngdl＼,S. 92.0±11.0 【1gdl Pく0.0 11.

し1.0 ±O. O/Eg dl ＼･S.′1.6 ±1.0 ,(唱dl P<0.011 日 図 IA .

A) .また,T3 を4週間授与 した群でも血清 T3 及び T4

値はコントロール群と比較 してそれぞれ有意に低下 して

いた 闇1.0±10.On gdl＼-㌔.91).O±11.0 11gdl Pく0.Ol 上

し1.0 ±O_ OIEL,dl＼rs .Ll.6±1_0/Eg(llP〈O. (11日図 IA .
B上

実験期間中の体濃霧増加率はコソトロ-ル群 40.9±

8.30 0.pTL 1群 3l.7±3.〕 OO.'1': 弓群 2)3.8±9.50 0で

それぞれ有意差はなかった (図 2度).PTU 投与群の

体重量増加率

Coれt. PTU T3

心豪農比はコソトロール群のそれに比べ有意に小さかっ

た Hl.33±0.Olや -b＼･S. O.41±O.O30opく0.051. -･jJ'.

T3投与群はコソトロ-ル群及び PTU 投与群と比較 し

てそれぞれ有意に大きかった (0.57±0.0 1% vs,乱 射

±O.(1300F'くO.01 ㌦ ul.57+Jl.OIO o～,S .0.33±O.OIOn

P〈O.05) (図 2B).

2. lYrtT及び T3 による K+チャネル mRNA

発現量の変化

tl) K＼･1.2

I( ＼,1.2mRN ^ は lJTLて群てこL.ントー~-ー′L群に比べ

て約 2倍に増加Lてし､た しll.loo＼.S.u)2.500).T3 群

では mR因A の発現は Kvl .2検出感度以下かこまで低

Fしてし､た (図 3A,I)I.

(2) Kv l.4

Kvl,4mRNA は=7ソトロ-ル群ではわずかに発現

が確認される程度であったが (2.0 %),PTU 群はコソ

B
P<0.01

0.57±0.01

心重量/体重量

Cont. PTU T3

図 2 73 及び PTU 4 週間投与後の体重慶増加率と心重量比

A : 投薬終了時の体重盈-投与前の極東盈/投与前の体重塵×100 として表 した.
コントロール群,PT u 群,T3 群の問に有意差は認められなかった.
B '･単離心重量/体義盛×100 として嚢した.図 1 と同じ.T3 により心重畳は増
加し PTU では逆をこ減少 した.
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図 3 T3 及び PTU 4 週間投与後の心室筋の Kv l.2,Kv l.4 ,Kv l.5 mRNA の発現

mRNA 発現は RNaseprotectionassay で娩出し くA :Kvl .2,8 ;Kv l.4,C :Kvl.5) それぞれの発現

慶は (20 時間露出して検出したカリウムチャネル mRNA のバンドの濃さ)÷(6時間露出して検出した GAPDH

mRNA のバソドの濃さ)で比較 した (D :Kvl .2,E :Kvl .4,F :Kvl.5) .Kvl.2mRNA は T3 投与に

より著明に減少 し,PTu 投与により増加 した.Kv l.4 mRNA は PTU 授与時にのみ明らかをこ検出できるよう
になり,Kvl.5mRNA は薯減 した.
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卜tl-′レ群に比べて約 7 倍に増加 してし､た (1･4.890).

T3 群では 2.00. てこブント[;7-′LL日司等て:kn一)た (図 3B .

E上

(31 K＼･1.5

て約 1封書に嘗減 していた (27.800 ,ヽS.5.590). しか

ほ不変であ-･-､た (図 3(∴F上

いい Kv2.1

23.4 %,T3 群 22.2% であり,いずれもコソトロール

群に比べて明らかな変化は見られなかった (図 4A ,B).

Cont.PTU T3

K･･.,;' l- ●-■t曽帯ず寸 -～ ､t:.i:
probe mRNA

GAPDH - ●

probe

～ 1 GAPDH

mRNA

tRNA

Kv4.2 -

probe

Cont.PTU T3

~一 一 一 一■Kv4.2

mRNA

GAP DH - P

probe

b++-■義 イG∧PLl!｣

mRNA

tRNA

し51 K＼･4.2

Kv!1.2mRNA はコントF,-.1′L群 27.80 6J､PTLT 群

20.50 0.T3群 28.20 0であり.いすIILも二Jントロ-′L

に比べて大きな変化はなかった (図凍C,D).

3. I( l･1.2 と T(vl.5mRNA 発現の経時的変

化

T3 を投をすると24 時間後をこKvl,2mRNA はコソ

.チ.1, -･万.K ＼.1.5mRNA は二Lントロ一一JLに対 して約

ま｡4 倍増加 した (14.8% vs.21.3%). これらの変化

は T3 投与後72時間でさらをこ増強 した (Kvl.2:5.3 %,

Kヽ ･1.5:22.800) し図 5A.B .C). PTU を 1週間1:-,LL

Cont. PTU T3

27.8±4,8
28.2±5.3

Cont. PTU T3

図 4 T3 及び PTtTt t週間投与後の心室の K＼.2.1.Ⅰく＼,･:1.2mRNA (:I)発現

mRNA 発現は RNaseprotectionassay で検出し (A :Kv2.1 ,C : Kv4.2) そ

れぞれの発現盈ぼ (20 時間露出して検出したカリウムチャネル mRNA のバソドの

濃さ)÷(6 時間霞出して検出した GA PDH mRNA のパソドの液封 で比較した 摘 :
K＼･2.1.∩ :K ,ヽ4.21.T3 及び PTU 投与で Iく＼･2.1 は不変で.Ⅰく＼r4.2mRNA は

PTU でわずかに低下するのみであった.
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Con12 ･lH72H

Kv1.2 -
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Kv1.5 -
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～ 1GAPDH
111RNA
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一一 W + 1 Kv1.5
mRNA

･tミ八言-;H -●
probe

l■■{■■H■● 一GAPDH
mRNA

tRNA

205

Cont. 24H 72H

図 5 T3 投lj-i･こよる心室〔1T)lく＼71. 1).壬く ･ヽ1.5mRNA n経時的変化

A,B は RNaseprotection assey の結果で,Cは定塵 した結果である.

Kvl.2mRNA は T3 投与24 時間後から著滅 L Kvl.5mRNA は24 時間後から逆に増加
した.

24H:24 時間,72H:72 時間.他は図 1,3

投与すると血清 T3 は低下し (コソトロ-ル群 92.0 mg/ 動

TyrLT 1遇 5O.Ongd l.ryrL72遇 60.Ong､d l.l~yrLT3

遇 55.0mg/dl) ,それに伴い心室の Kvl.5mRNA も

1週後で明らかに減少し,その後も減少した (コソトロー

･L群 77 .:loo.PTU l遇36. -1100,tyrLT2遇16.90 0㌧

PTU 3週7.4%) (図 6鬼,B).

4. PTLT 投与モデルへの T3 補充効果

pTU を 2週間投与して Kvl.5mRNA が著威 した

時点で,T3 を補充投与すると Kvl.5mRNA はコソ

トロ-ルレベルに回復 した (コントロール群 25.5% ,

pTU 2 週間投与群 3.1%,PTU 2 週間投与後 T3 補

充群 22.900 1(図 7A .Bl.

考 察

今回 T3 を 25pg/100g 体重,4 週間授与すると血

清 T3,T 凌憶がコントロ-ルに比べ有意に低下 したが,

体豪増加率には有意差を認めないにも関わらず心霊盈比

と同じ,

がコソトロ-ル群に比べ有意に増加 しており,ここでの

T3 の投与量で心臓に対 して充分に作用するものと考え

られた12).血清 レベルの低下はおそらく,T3 の慢性投

与により生理的な甲状腺ホルモソ生成が抑制されたため

と考えられる,

Kvl.4mRNA はこれまでの報告1)と異なり心室鷹

ではほとんど確認ができなかったが,成長をこ伴って Kv

1.4 mRNA 発現畳が減少していくことと13) ,免疫縫.級

化学的には Kv l.竣蛋白はほとんど確認 されないこと

が報告されており14)15),これらの結果と合致するもの

と思われる.

今回の研究から T3 投与後24 時間で心室の Kvl,2

mRNA は著明に減少し,Kvl.5mRNA は約 1.4 倍

に増加し.PTL T投与では Ⅰく＼･1.5mRNA は 1週間後

から経略的に減少 し,その発現抑制効果は rT3 投与で

消失することが示された.さらに PrTu によりコソ ト

ロ-]i,で発現がほとんど認められない Kvl.4 mRNA が
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ContlW 2W コW

< GAPDH
111RNA

Cont. 1W 2W 3W

図 6 PTU 投与による Kvlt5 mRNA の経時的変化 (A)と血滑 T3 値の経時的変化 (B)

Kv l.5mRNA と血清 T3 値i'した投与後 1週間後かl､,減少した.
1W : l週間.2W :2 週間,3W :3 週間.他は図 1.3 と同じ.

25.5士15.1 22.9±15.6

PTUPILJS
c(}nt 2W T3

Kv1,5 -

probe

GAPD H -

probe
一GAPD H
mRNA

IRNA

千

3.1土1,8千 ｢

Cont. PTU2W p山sT3

図 7 PTU 2 週間投与後の T3 追加投与-i.こよる Kvl.5 mRNA a)変化 しA,B)

Kvl･5 mRNA は PTL 丁投与 2 週間で嘗減するが,T3 の追加投与後24時間でその発
現は屯とのレベルをこ戻った.

PTLT2W :PTU 2 週間投与,plusT3:T3 追加投与.他は図 1.3 と同じ.
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発現する様になったことから,生理的レベルの T3 で Kv

1.4mR NA の発現は抑制されており,Kv l.5 mRNA

の発現が抑制されるとこれを補うために増加する機序が

推定された.

PTU や T3 投与により mRNA 発現が変化 したカ

リウムチャネルは Shaker 関連遺伝子 (Kvl,2,Kvl A

Kvl,5) であることから Shaker 関連遺伝子には共通

の T3 による発現調節機構が存在することが示唆され

た.

T3 は核酸の T3 受容体に結合し その結合体が更に

DNA 配列上の T hyroidhormoneresponceelement

(TRE) に結合 した場合,その下流の遺伝子の転写が促

進される Posit緑e TRE と,転写が押倒される Negative

TRE が存在する.一方チT3 受容体に T3 が結合して

いない状態で PosiもiveTRE に結合するとその転写活

性は抑制され,Ne醒ativeTRE に結合 した場合は転写

が促進される16).もし今回の T3 や FrU による Kv l.2,

Kvl .4,Kvl.5 遺伝子の発現の変化が T3 受容体を介

するものとすると T3 投与で発現が増加 し,PTU で発

現が抑制された Kv1.5 遺伝子の57上流領には Positive

TRE があり,T3 投与で発現が抑制され,PTU で発

現が増加 した Kvl.2,Kvl.4 遺伝子の5' 上流蘭には

NegativeTRE が存在することが示唆される.このこ

とは T3 レベルにより心室のカリウムチャネルの発現

は異なり,巧みに制御されている可能性を示している.

臨床的に甲状腺疾患時における心機能異常として T3

の高値では頻脈や心房細動,低値では除脈がもたらされ

高度の場合は心不全をきたすことが知られている.心房

細動では活動電位持続時間の短縮が原因となるが,T3

の過剰状態ではいずれかのカリウムチャネルの過剰発現

がその背景にあると思われる.一方甲状腺横能克進では

心室性不整脈の報告はほとんどなく17),これは Kv 1.5

と Kv 1.2は Tm により逆の調節を受けることでお互

いに打ち消 し合い,活動電位持続時間が一定に維持され

ていることが考えられる,また,今回はカリウムチャネ

ルのαサブユニットの mRNA のみを検討 しており,

心臓電気生理学的変化までは検討 していない.今後αサ

ブユニットの重合やβサブユニットの関与18)~20) など,

検討する必要がある.

結 論

ラット山室筋の重量は T3 で増加 し,さらに電位依

存性カリウムイオソチャネルの中で ShakaF 閑適遺伝

千 (Kvl .2,Kvl.4,Kvl.5) は甲状腺ホルモンの適
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転子発現調節を受けている.即ち,Kvl.2mRNA の

発現は T3 により抑制されるが,Kvl.5mRNA の発

現は T3 では慢性期ではコソトロ-ルに比べ不変であっ

たが,投与初期は増加させた.また T3 は,PTU によ

り減少した Kvl.5mRNA 発現を増加させた.ラット

心室筋では,甲状腺ホルモンは Kvl.2 mRNA と Kvl.5

mRNA に対して逆の制御を行っていると思われる.
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