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研究成果の概要（和文）：　遺伝性甲状腺疾患であるMCT8異常症は、甲状腺ホルモンの細胞膜輸送体蛋白
（MCT8）の遺伝子異常により発症する。本研究では早期診断、モデルマウスの作製を研究した。
　正常新生児において、濾紙血から甲状腺ホルモン代謝物(reverse T3)を抽出し、LC-MS/MSにて測定が可能であ
ることを確認した。すでに正常新生児からの濾紙血100例、およびMCT8異常症患者由来の濾紙血5例が集まってい
る。今後、reverse T3を測定し、新生児期に濾紙血にてMCT8異常症の早期診断が可能かを調べる。Crispr/Cas9
法でフレームシフト変異により欠失・挿入を持つノックアウトマウスが得られ解析中である。

研究成果の概要（英文）： MCT8 deficiency, one of the inherited thyroid disease, is developed due to 
loss of function of MCT8, which encode the membrane transporter of thyroid hormone. In this study, 
we investigated the early diagnosis of MCT8 deficiency and developed its neurological deficit model.
 
 We confirmed that reverse T3 extracted from dried blood spot (DBS) at newborn age, could be 
measured by LC-MS/MS. Reverse T3 is one of the metabolite of thyroid hormone, which does not have 
thyroid hormone activity. We have collected 100 DBS from normal newborn and 5 DBS from the patients 
with MCT8 deficiency. We will measure the concentration of reverse T3 in these DBS and determine 
whether early diagnosis of MCT8 deficiency can be done using DBS at neonatal period. In addition, we
 obtained knockout mice produced by Crisper Cas9, which had the mution of insertion and/or deletion,
 resulting in frameshift. Now, we are investigating the phenotype of these mice. 

研究分野： 小児内分泌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
新生児濾紙血のreverse T3を測定することにより、MCT8異常症を症状が出現する前に診断できる可能性がある。
現在は、MCT8異常症に対する根本的な治療法は存在しないが、将来的には遺伝子治療などで治療可能となる可能
性があり、その際に早期診断法が存在すれば不可逆的な脳障害の発症を防ぐことができる。残念ながら、すでに
MCT8異常症の症状が生じている確定診断例では、早期診断法が開発されても意義はほとんどない。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 遺伝性甲状腺疾患である MCT8 異常症は、甲状腺ホル
モンを細胞内に運ぶ膜輸送体蛋白（MCT8）の遺伝子異
常により発症する疾患である（Fig1）。甲状腺ホルモンが
細胞（特に脳神経細胞）で不足するため、脳神経の発達
に著明な障害を引き起こす。MCT8 異常症は通常、男子
でのみ発症するが、患者は歩くこともしゃべることもで
きない。しかし、現在までに根本的な治療法はなく、分
子生物学的手法を用いた治療法の開発が望まれている。 
 現状では、すでに同胞が診断されている場合の遺伝子
検査以外に、早期診断に必要な検査がない。本症患者で
は、甲状腺ホルモン代謝物の 1 種である reverse T3（rT3）
の血清濃度は明瞭な異常値を示すため [Dumitrescu, 
2009], [Fig２]、rT3 測定により本症の疑いのある患児を
早期に発見できる可能性がある。 
 ヒトでは甲状腺ホルモン膜輸送体蛋白として MCT8 蛋白しか存在しない
が、マウスでは MCT8 蛋白に加えて OATP1C1 蛋白がその機能を果たす
（Fig1）。そのため、MCT8 単独ノックアウトマウスでは脳障害を来さない
ため、MCT8 異常症の脳障害モデルマウスとして不適当だった。MCT8 と
ともに OATP1C1 もノックアウトしたダブルアウトマウスを作製すれば、
MCT8 異常症の脳障害モデルマウスとして実験に使用できると考えられた。 
 研究計画では、遺伝子治療の開発も含まれていたが、モデルマウスの作製
に遅れが生じており、計画通りに研究が進んでいない状況にある。今後、基
礎研究室の連携を強化し、遅れを取り戻すよう計画を修正する予定である。 
 
２．研究の目的 
 そこで、MCT8 異常症に対する早期診断を目的として、新生児マススク
リーニングで用いられる濾紙血中の rT3 濃度測定を行った。また、モデル
マウスの作製、遺伝子治療の効果判定に用いることを目的として、MCT8
異常症の脳障害モデルマウスの開発を行った。 
 
３．研究の方法 
 早期診断については、新生児マススクリーニングで用いる濾紙血を使って、LC-MS/MS によ
り rT3 の測定を行った。正常新生児からの濾紙血は、共同研究施設である産科クリニックから
母親の同意を文書で得た上で通常の新生児マススクリーニングでの採血に 1 スポット（約
100L）の血液を余分に採取した。MCT8 異常症新生児からの濾紙血は、出生した後 1-2 年以
内に MCT8 異常症と遺伝子検査で確定診断された患児に対し、出生時の新生児マススクリーニ
ング検査で用いた濾紙血が保存されているかを確認し、両親の同意を文書にて得た上で、濾紙
血を取り寄せた。濾紙血の保存期間は、出生した県の新生児マススクリーニング事業を担当す
る施設により異なる。得られた濾紙血は 3mm または 8mm の濾紙血用パンチで測定用試料を
採取し、有機溶媒法を用いた凍結乾燥法により rT3 を抽出し、得られた抽出液を LTQ-Velos
（Thermo Fischer）にて測定した。測定には安定同位体を内部標準として用いた。また、研究
の途中で、rT3 単独の測定よりも T3 も組み合わせて評価したほうがより正確に判断できる可
能性が考えられたため、T3 の測定も同時に LC-MSMS にて測定を行うこととした。 
 モデルマウスの作製は、Crispr/Cas9 法にて OATP1C1 ノックアウトマウスを作製した。 
 
４．研究成果 
４－１ 抽出条件の検討 
 正常新生児において、濾紙血から甲状腺ホルモン代謝物を抽出し、LC-MS/MS にて T3, rT3
の測定が可能であることを確認した。パンチ穴の大きさの検討では、3mm の場合は正常新生
児のうち半分は測定が可能だったが、残りの半分は測定感度以下となってしまい測定ができな
かった。8mm の場合は正常新生児の全例で T3, rT3 の測定が可能だった。 
 抽出法については、エタノール：水酸化アンモニウム（98：2）の使用量と抽出時間につい
て検討した。使用量は 3mm のパンチに対しては 10L 、20L 、50L 、100L 、200L 
で抽出した場合を比較したところ、100L までは容量依存性に高いピークが得られた。100L
と 200L ではほとんどピークに差がなかったので、3mm のパンチの抽出には 200L の エタ
ノール：水酸化アンモニウム（98：2）を使用するのが良いという結果が得られた。8mm のパ
ンチに対しては、50L 、100L 、200L、500L 、1000L で抽出した場合を比較した
ところ、500L までは容量依存性に高いピークが得られた。500L と 1000L ではほとんど
ピークに差がなかったので、8mm のパンチの抽出には 1000L の エタノール：水酸化アンモ
ニウム（98：2）を使用するのが良いという結果が得られた。LC-MSMS への注入量は 15L
と 30L を比較したところ、30L の方が高いピークが得られた。凍結乾燥後にフィルターろ
過を行うと、得られる抽出液は 60-70L となるため再測定となった場合に備えて 30L が最



適であるという結論を得た。 
 また、いずれの抽出条件でも低濃度の測定では問題となりうるノイズが確認されたので、ノ
イズを減らすために抽出時間を短くする方向で検討を行った。従来の方法では抽出時間は 30
分だったが、15 分と 30 分を比較したところ 15 分でノイズの高さが半分程度に減少したため
抽出時間は 15 分の方が望ましいという結論を得た。この結論は、15 分より短い時間での検討
は行っていないため、さらなる検討の余地があると考えられる。 
 
４－２ 標準曲線作成に使用する試料 
 それ以外の濾紙血中のホルモン測定の問題として、標準曲線を得るための試料をどのように
設定するかという問題がある。血清であれば、無ホルモン血清に既定の濃度のホルモンを加え
てそれを標準曲線として使用できるが、濾紙血では全血をもちいるため、理想的にはホルモン
を含まない全血を用意するのが望ましい。しかし、無ホルモン血清は商業的に購入することが
可能だが、無ホルモン全血は市販されておらず作成するのも非常に困難である。無ホルモン血
清を全血の代用として用いることも検討したが、血清を全血と比較すると濾紙への浸透する速
度や単位面積当たりの濾紙に浸透する量などは全く異なり標準曲線を得るための試料として適
さない。そこで、血球中にどれくらいの T3, rT3 が含まれているのかを検討した。 
 方法は、健常人から採取した EDTA 2Na 血を遠心して得られた血漿（1）と、そこで得られ
た血球成分に無ホルモン血清を加えた試料（2）の濃度を比較した。（1）の濃度に比べて（2）
の濃度は、ノイズに隠れてしまって無視できるレベルからせいぜい 1/10 程度で、血球成分には
ほとんど T3, rT3 が含まれていないという結論を得た。ただし、（2）を作成する際に遠心され
た血球成分を液体にするために-80 度に冷却後、室温
に戻して溶解させるという手順を加えている。濾紙へ
の浸透する面積について、100L の全血と（2）を濾
紙血に添加して広がる面積を比べたところ、（2）の直
径が全血の 1.5 倍ほどとなり、濾紙への浸透する速度
や単位面積当たりの濾紙に浸透する量が異なることが
推察された。また、健常人からえた血球成分を測定に
用いることの妥当性についても今後、標準曲線作成に
使用する試料を検討する必要がある。 
 今後、MCT8 異常症患者から得られた濾紙血を用い
て T3, rT3 を測定し、正常新生児と比較して、新生児
期に濾紙血にてMCT8異常症の早期診断が可能かを調
べる予定である。 
 
４－３ MCT8 異常症脳障害モデルマウス 
 欠失・挿入によりフレームシフト変異が起こり、標
的タンパク質が早期に切断蛋白となるノックアウトマ
ウスが得られた。遺伝子変異をサンガー法にて確認し、
合計 8 系統のノックアウトマウスが得られたことが分
かった。現在、その表現型を解析中である。 
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