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Inhypert恒,roidism,stlpral,entricularpremattlreCOntraCtionoratrialribrillation

havebeenfreqeuntlyobservedbuttheroleofthyroidhormoneinthegenesisofthese

arr恒,thmiasistobedeternlined.

S豆mcetheexpressionofvoltage壷 pendentpoもassitlm eh汲nne及S 緒V channe且S)in

cardialmyocyteswasshowntobeaffectedbythyroidhormone,weexaminedthe

mRNAexpressionofKvchannelsbothintheatrium andintheventricleinthehyper

andhypothyTOidmodelsinducedbyぬilyadminisもr挽tionofthyroidhormone(T3)and

propylthiouTaCiH PTUHnra略 yeSpectively.

Aswepyeviousiydemonstrated,theexpressionofShaker-typeKvchannels沌v1.2,

KvlA andKv且.5)wasaffectedbytheT3OTPTUtTe離menもintheatrium andven-

tricleequally.lncontrast,thepresentstudyshowedapparentinductionofmRNAex-

pressionofergandminKKvchannelsintheatrium butnotintheventriclebytheT

3treatment.TheincreaseofergandminkKvchannelsmayshortenthedurationof

actionpoten損昆landthewavelenがh(-TefraetoTyPeriod蕊Conductionveioc擁 Hnthe

atrium,providingthearrhythmogeniebasisfordevelopmentofatrialfibrillation.The

associationbetweenhyperthyroidism andatrialfibrillationcouldbeexplainedbythe
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shorteningoftheactionpotentialdurationthroughinductionoferg and minlく Itv

channelgenesintheatrit】m.

Ke),words:voltage-dependent-potassium Channel.thyroidhot,IllOnP,heart
電位依存性カリウムチャネル,ト囲机泉ホルモン.心臓

は じ め に

近年分子生物学的手法の進歩やパ､ソチ クランプ法によ

i)心筋細胞膜には極致のカ1)ウムチャネルが存在し.そ

れらが L､筋の活動電位の形成に束要な役割を演 じている

ことが明らかになってnる旦ト5).また,心筋細胞内外の

閃千によi).これらのか )ウムチャネルの活性化やその

党規が制御されることも分かってきた.さらに.これLL)

のカリウムチャネルには心臓内で発現分布および横能に

違いがあることや,さまざまな病態がその発現や博能に

影響を与え,心機能障害の一因となり得ることも明らか

とな-)てきている6171

噸脈や動怪がt~†1状陳機能克進症の主症状であることか

ら甲状腺ホルモンと心臓の関係は古 くから注目されてい

義.甲状腺機能完進症モデルのウサギでは心房筋の有効

不応期が短縮することや甲状腺ホルモンは心筋の活動魔

位持続時間を規定する慶安な電位依存性が )ウムチャネ

ル りく＼･チャネル17アミリ-遺伝子の党規を調節 して

いることも報苦されているホト川､.花 々も甲状腺ホルモ

ンの心筋 Itl,チャネルの党規の尊王甘を検討 し,Ⅰく＼･+千

ネル77･ミ1)-のLllの Shakerタイプ tKl･1.2.Kl･

1,4,Kvl.5)の発現が甲状腺ホルモンの制御を受けて

いることを報告 した輔 .一方,甲状腺機能蒐遺産には洞

性額脆,上室性期外収縮,心房細動など心房性不整脈が

合併しやすいが心室性不離.q和ま起きにくい.このことは

rfl状腺ホ)レモンによる lく＼･チャネルの党規が,心房 と

心室で興っている可能性 も示唆 している闘 ,そこで,心

筋に存在する Kvチャネルの心房 と心室での発現の差

異とそれに及ぼす甲状腺ホルモンの作用の差異を明らか

にするために本研究を行った.

対 象 と 方 法

1.動物

12週齢雌 WistarI亘oto川'lく1')う､ソトを Tri-

iodot恒,ronine LT31 投 与群 (10匹 1, Propyl-

th.vouraciH PTU)投Fj-秤 (101町 及びコン トロー)L,

秤 (10l_町 に分けた.T3投r1--群は しリオ+口二ンナ ト

リウム錠,武田薬品工業株式会社)を粉砕 し 25p賢を

蒸留水 1.OIlllで潜解 し.1E]1L"=二体重 100g当た i)

25ノ̀gの T3を経口桐ゾンデで 1-5日聞達 H投 与し

た.PTして投与肝は PTLT甘木Llmgを500(｢arb()I.v

llteth.vleplluloseO.5mlで溶解 して体重 100gあ/+I

り4mgを連H2週間経日用'/ンデ ぐ授与 した.各々の

処関後心筋における Iく＼･チャネル mRNA 党規鼠の経

略的変化を検討 した.

投 与終了後,無麻酔下で[-'l動血圧測定装帯 トソ7 トロ

ン株式会社,BP-98A)を使って心拍数を測定 した後,

心臓採血を行いlflL清遊離 T3.TJ値を RIA 法で測定

した.心臓は摘出後 PBSで血液を洗い流 し,心房及び

心室に分け全 RNA を a(,idguanidinium thioeya-

natephenol-i,hlorof()tlm 法で摘出Lた.

2.Probeの調整

LTJ_常ラ･リト心臓 より RNA を抽LLtJ.L.oligo(dTう

プラ巨 √-と T･e＼･PrSetI･ans(,riptaspをF机 ､て cDNA

を食成 した.また,文献報告及び遺伝子登録か らの塩基

配列を参考に設計した lt＼･+-t･ネル7-j･ミ1)-遺伝子

のプラ11マ- (Ⅰくvl.2.Iく＼,1:i,lく＼-1.5.Ⅰく＼･2.1.1く＼･

こ1.2.erg,LQTl,minIくを用い.polymcrasp(.､hllin

reaction(PCR)法によi).ラ-,･･トし7)1く＼･+ヤネル-JT

ミリー遺伝子の部分 (･DNA を'/ローニンブした.得{)

れ,+= L,工)NA は pBluescriptllSTく(+)ベ '/クー

tStl･atagene社 ) に f/U--∴ ン '/し.autom(lted

DNAspqueneerしlBI310.PerkinEIIllet,汁)に

てその塩基配列を確認した.I-10usekeeping遺伝 T-千

あるラ ッ ト glyeeyaldehyede3-phosphatedehy-

drogemlSe(GAI〕l)t吊(･DNAは pGEJh:13Zベクター

(Promega社lにクローニングして用いた.プラスミ

ドは EcoRI Llく＼･1.2.Ii＼,1.1.1く＼･1.51.13m11HI

(Iく＼･2.1.1く＼･4.告 eLrg.LQTl.mint(,GAPDH)

で直線化 し,それ らをテンプレ- トとして T3RNA

ポ リメラ-ゼ (lく171.i).1く＼,1.i,Ⅰく＼ナ1.5う又 は TT

RNA ポ りメラ-ど (Ⅰ七､･2.1.1く＼･1.Lj,erg,LQTl.

minx,GAPDH)と32p-uTP を用いた invitTO

tTanSeTipもiom を行い ,32pでラベルされたアンチセン

ス cRNA プロ…ブを作成 した (泰日.
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表1

eDNATpmplates Len離h(bp) Sequence Veetor RNAPolymer象Se Accessiom#GenIうank

KV1.3LRBlく2十 258 1i43-1401 pBⅡSK+ T3 JO⊥1731

KV1.4(RHK且) 232 673-905 pBⅢSK+ T3 M32867

KV1.5(KVl) 347 2394-2741 pBⅢSK+ T3 M27158

KV2.1(dTk且) 417 1536-1953 pB玉SK+ TT Ⅹ1糾76

Kv4.2(Rshau) 397 1962-2359 pBⅡSK+ TT SG1320

erg 260 2相 -2700 pBⅡSK+ TT Z96106

LQTl 250 259-509 pBⅠlSK十 T7 U92655

mink 243 158-401 pt川 SK+ T7 M3仁161

GAPDH il種 673-787 pGEM3Z TT Ml7701

3. RibolluClease(RNase)Pr(1teぐtionAssaI,

心房 と心室から抽出した RNA と陰性 コン トロール

の tRNA 津 rom曙 a社)それぞれ 10用 に 32pで

ラベルした Kvチャネルファミリー と GAPDH のア

ンチセンス cRNA プロ-ブを加え,45℃で-晩反応さ

せた.その後,二本鎖 RNA を形成 しなかったアンチ

セ ンス cRNA プロ-ブをリボヌクレアーゼ A (0.3

mg/ml,Sigml,l社 )とリボ ヌクレアーゼ Tl L30

un拍/ml,GIBCO/BRL社)で30℃,1時間で消化した.

さらにリボヌクレア-ゼはプロテイナーゼ K 肱5mg

/ml,Prolnegil社十 ご37℃,30分で消化 Lた. -一本錆

RNA を形成 したアンチセンス cRNA プローブをフェ

ノ-捗 .クロロホルムで抽出 し,エタj-ル沈殿後,95

℃で 3分熟変性させ 6%ポリアクリルアミドゲルで電気

泳動後,ゲルを乾燥 しⅩ 線 フイルム (フジフイルム)

に-70℃で20時間露光 して現像 した.X線 フィルムで検

出されたバンドをスキャナー (ヒューレットパッか-ド

社)で取 り込み,各バンドの漉 きを NIH imageso甑

ware(L59,NIH)でコンピューター解析 した.デー

タ-は各遺伝子 mRNA と GAPDH mRNA 発現の

比で表 し,比較定量 した,

1. 統計

数値 は平均 ±標準偏差で表 し,統計学 的検討 には

Mann-Whitneyの U検定 を用い,P億が 0.05以下

を有意とした.

結 果

1. Kvチャネル mRNA 発現

(H Kvl.2mRNA

Iく＼･1.2mRNA のコントロー ル群での発現鼠は.心

室より心房で約 5倍に多かった.T3を投与すると心房,

Kv1.2 ト

Kvl _4 -

Kv1.5-

Kv2.1-

Kv4,2 -

GAPDH-

atrium ventricle

C T P C T P
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図1 T3,PTU を投薬後の心房,心室の

1く＼･1ユ lt＼.1:I,1く＼･1.5.I(＼･2.1,Kl･

4,2mRNAの発現

Kvl.5mRNA の発硯は T3を投与によ

り心房,心室ともに増加 し,Kvl.2,Kvl.4

mRNA の発現は心房,心室ともに減少した

LC:eontr(-)1.T:T3,P:PTU)

PTU 群では心房,心室 ともコン トロ-ル群 に比べて,

弓芭硯蚤が約 L)倍に増加 した (ltvl.2mRNA/GAPDH

mRNA 比-心房 :6.7% ＼･sll.0〔)0,心室 :1.3% VS

2.8%).

(i)〕 lく＼･1.･lmRNA

コントt7--ル群の lく＼-1∴lnlRNA は心房,心室 と

も党規蚤は Iく＼･･1.2mRNA より少なか･･-_)た し図 11.

T3を投 与すると心房.心室 ともに発現鼠は低下 したが.

PTU を授与するとともに増加 した (心房 :0.7% vs
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3.100.心室 :0.50｡I-sO.9001. % ～,S8.500,心室 二6.8% ＼･sll.70-い1,pTU を投 '-5-

(3)Kvl.5mRNA すると心室での発現は著明に低下 した (心房 :8,7%

Kvl.5mRNA はコントロ-ル群では心室が心房より vsl.鐘%,心室 :6.8% VSO.2%上

約 9倍に多 く発現していた (図1).この発現は T3を (4) Kv2.1及び Kv4.2mRNA (図1)

投与すると心房と心室とも明らかに増加し 圧､房 :0.7

atrium ventricle

C T P C T P

LOT1-

minK -

GAPDH -

図2 T3,PTU を投華筏の心房.心室し/l〕

紺野,minKはT3を投与すると心房でそ

の mRNAの発現が著明に誘導され,心室で

はその誘導は認められなかった.

(〔':LIO11tr･Ol.T:'Il3.I):PTLH

rTMIK 一 触
probe

(:N)[)H I :,･&

probe

Iく＼･L).1mRNA 及び lt＼･･1.2111RNA はコントロー

ル群では心房と心室に同程度発現 していたが,それらの

発現はコントロールと比べて T3群で心房.心室 とも

に有意な変化を認めなかった (Kv2.1mRNA沃 虜 :

2.5uo＼TS2.9%.心室 :3.tlL-｡＼･S3.Oo o ,Iく卜1,2In°

NA 亘 ､房 :2.2% vs2.1%,心室 :盟.複% vs2.0%),

PTU 許 し丁(＼･2.1 mRNA:心房 :2.5Oovsl.2%,

心室 :3.9% vs2.9%,Kv4.2mRNA;心房 :2.2%

vsl.6%,心室 :2.4% vs2.1%).

(5) eT欝mRNA

より多く.T3群で心房でわずかに増加 し 甘3% ＼･s

1(I.200).心室では明らかに滅少してい,た し6.0% ～.S2.1

鶴)(国営),PTU 投与群では心房の発現量はわずかに

減少 し 摘.3% vs7中5%),心室ではやや増加 した (6.0

%vs8.7%).

(6) LQTlmRNA

コントロール群では心室の発現巌が心房より多く (図

2),T3を投与すると心房,心室とも明らかに減少 した

が (心房 :9,8% vs5.3%,心室 :13.7% V'S3.4%),

PTU 群で顕著な変化はみられなかった 圧 ､扇 :9.3%

＼･S9.tit-0.心室 :13.70〔)＼rsILl.1Oo).

C 1 2 3 4 5日

+ く minK
mRNA

tGAPDH

mRNA

tRNA

図3 T3による心房の minKmRNA発現の経時的変化

T3を連日投与すると2日目に心房の minK m況NA の

発現が誘導され,その発現墓は4日目にピ-クとなり,5日
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(71 minIくmRNA

minlくIllRNA はコントロー)L,群では心房.心室とも

その発現はほとんど検出できなかったが,T3を投与す

ると心房でのみ発現が著明に誘導され亨心室では認めら

れなかった (図れ .PTU 投与群では心房,心室の

minK mRNA 発現はコントロール群よりさらに低下

しヲ検出感度以下になった.

2. T3による minKmRNA 発現及び血清遊離

T3と遊離 1㌧1の経時的変化

T3を連日投与すると2日目に心房の mimKmRNA

の発現が誘導され,その発現登は4日目にピークとな

投与複 1日目で著明に増加したが,2Eヨ目から漸減 した,

血清遊離 T4値も T3を投与後 1日目に急激に上昇 し

たが,2E3員以降はコントロールレベルに戻っていた-

3. ラット屠殺時の心拍数,血清遊離 T3.遊離 丁

射轟

T3を3日間投与すると心拍数は投与前より著明に増

加 した (500.5±34.8vs393=土28.6/分,P〈O.002).

一方,PTU を2週間授与 した群の心拍数は投与前

(372.6±30.2/分)と投与複 (398±9.8/分)に有意

な変化を認めなかった.

血清遊離 T3値はコントロール群と比較 して T3授

与した群では有意に増加 は8=吏0.紬 欝葎lvs拍7.2士

20.9pg/dl.pく 0.00011してい/たが,遊離 Ttlr出土f-i

意な差を認めなかった (0.8± 0.2mg/dlVSO.5±0,2

ng,/dl.p<0.071.I-TtTを1'週間投与し/+=群ではコン

トロール群と比較して血清遊離 T3 は8±0.2pg/dl

～,sO.～)±0.Opg/dl.p<0,OOOH 及び遊離 rト日直 LIO.8

士(I.2ng/dl､･sO.1'±i).Ong/dl.pく0.0031は存意に

低下した.

考 察

甲状腺ホルモンは心筋の Kvチャネルファミリー

mRNA の発現を調節していることが報告されi)2),我々

もラッ吊二甲状腺ホルモンを投与すると心筋の Kvチャ

ネルファミリーの ShakeT タイプ Kvチャネルの Kv

ま.5mRNA の発現が増加し,反対に,Kvl.2mRNA,

KvIAmRNA の発現が抑制されることを報告した10).

甲状腺ホルモンによる心筋の Kvチャネルプアミリ-

の発現は,心筋の活動電位持続時間や周期長-の応答を

修飾している可能性を示している.

しかし,甲状腺機能先進症では洞性頻朕,上室性期外

収縮,心房細動などが起きやすいが,心室に関 しては甲
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状腺中毒症として心機能の低下をもたらすことはしばし

ば問題になるが,心室性不整脈は認めにくい呈1).これら

の事実から.明 大陳ホルモンによ-_:)て心房と心室で異なっ

た応答をする Kvチャネプレが存在する可能性が示唆さ

れた.そこで本研究では,甲状腺ホルモンに対する心房

と心室の両方での Kvチャネル遺伝子の発現応答を検

討 した.

その結果,電位依存性カリウムチ ャネル (Kvl.2,

lく＼･ト1,ltl,1.5.It＼･2.1,1くtr･1.2.erg.LQTl.minIく1

のうち,Kvl,5mRNA の発現は甲状腺ホルをンで心

房,心室ともに増加L.lil-1.2nlRNÅ,Tく＼･1.1IllRNA

の発現は心房,心室ともに抑制されることを再確認した

Itoには Kvl.4,Kv4.2,Kv4.3が関係し,その減

少は活動電位持続時間を延長させる方向に作用する.

Kv1.5は Ikurとして T3により増加 した場合は活動

電位持続時間をむしろ短縮させる,実際の活動電位持続

時間の変化は,これらの発現 した Kチャネルの相対的

な変化で規定されることになる.

本研究で,新たに T3により心房でのみ erg と

minK の発現が強く誘導されることが分かった.minx

(minima且K chamme且)は130アミノ酸により構成さ

れる膜 1回貫通型か )ウムチャネルで,この遺伝子を

Ⅹenopusooeytesに発現させると,モルモットの心室

筋などで記録 される活性化の遅い遅延整流 カリウム

Hks)に類似 した電流が認められることが判明 してい

る1紺3).さらに近年,DTieiらは minK 遺伝子の

knockouもマウスで心電図上の RR 間隔に射する QT

時間の関係を解析 し,RR 間隔が 100mseeから400

mseeに延長した時の QT時間は minK kmoekout

マウスの方が対照マウスよりも延長艦が大きくなること

を報告 しているl隼 また,mi nK は LQTlまたは eTg

とも会合することも免疫沈降法で確認 され15ト 17),

minK と LQTiを共発現させると Iks電流に類似 し

た電流を認めることi8)19),その電流は e曙 単独 よりも

活性化の速い遅延整流カリウム電流である IkT に近似

してくることも報告されている17).これらのことから,

minK は単独であるいは他のカリウムチャネルと会合

し複合体を形成することより心筋の活動電位持続時間の

削御に働いていると考えられるi7).

今回の研究は T3を投与されたラットの心臓では,

er欝 と minK mRNA の発現がともに心房でのみ強

く誘導されることが示され,両者が単独あるいは会合 し

ておそらく心房筋において活動電位の持続時間を短縮さ

せている可能性を示した.活動電位持続時間の短縮は,
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心房における波長 (不応期×伝導速度)を短縮させ,心

房細動が発生し易い基盤を作っているものと考えられ

る20).臨床にみる甲状腺機能克進症では,心房性不整腕

とくに心房細動が合併し易いことと関係していると想定

される.

∴万.甲状腺ホ)i,モンの心臓への作FtHま.ii受容体を

ラミンによって増加することは知られている2掴2㌔ T3

の,i.受容体の党規への作FlH)検討する必要がある.

甲状腺ホルモンがどのようにして Kvチャネルファ

ミリーの遺伝子発現を調節 Lているかは明L二,かではない.

明 大腺ホルモンが細胞の校内愛育体を介して直接 Iiv

-1-ヤネル77ミlト-の遺伝子の promotLtr･領域に結合

し,その党規を制御している可能性や他の遺伝子の党規

を制御することで Kvチャネルプアミリ-の遺伝子発

現を調節している可能iYIL1.も考えられる.美際.1く＼･1.5の

pl･OmOt.eI･綿域には甲状腺ホルモン受′酎 本が結合する

可能性のある塩基配列が存在する23).

限 界

最近,動物モデルで心房細動を誘発したり,心房を頻

回刺激すると心房筋の不応期が短縮すること細,が jウ

ムチャネルの発現も変化することが示された25326).こ

れは頻脈による電気的リモデリングと呼ばれており,そ

の存在はAでも確認されている蹄.

従って T3投与複に明らかに心拍数は上昇 している

ことから,頻拍による電気的リモデリングの影響を考慮

する必要がある.頻脈時は,lto と Iea は滅'1,"-3.ると

･ l. i 卜､I.ト., .

不変であったことの一部に電気的リモデ リングが関係し

ているかも知れない,ここでは活動電位持続時間 (また

は不応期あるいは QT間隔)は測定していないことと,

実際に各 K +ヤネルの心筋膜密度を検討していない.

しかし心房と心室筋で K チャネルの遺伝子発現に差異

を認めたことは重要と思われ,今後の細胞電気生理学的

検討を必要としている,
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