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研究成果の概要（和文）：甲状腺ホルモン不足が 脳の発達にどのような変化をもたらすかを調べるために、マ
ウスを用いて先天性甲状腺機能低下症を実験的に再現しました。その結果、パルブアルブミン発現の減少、レッ
ト症候群の責任分子であるMeCP2 や神経細胞の突起などの形態を制御する CUX1 の転写物が大脳皮質で減少して
いることも明らかになりました。これらの分子はいずれも正常な脳機能維持には重要であることから、先天性甲
状腺機能低下症に診られる知能障害は、我々が想像する以上に、複数の分子の機能不全によって生じる可能性が
示唆されました。

研究成果の概要（英文）：To determine how thyroid hormone deficiency negatively alters brain 
development, we experimentally replicated congenital hypothyroidism in mice. The results revealed an
 decreased in parvalbumin expression an decreased transcripts MeCP2, the molecule responsible for 
Rett syndrome. Furthermore, CUX1, which regulates dendritic spine and other morphology also 
downregulate in the cortex. All of these molecules are important for the maintenance of normal brain
 function, suggesting that the intellectual impairment seen in congenital hypothyroidism may be 
caused, beyond our imagination, by multiple molecules.

研究分野：神経科学　内分泌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
周産期における甲状腺ホルモン不全によって生じる知能障害は、今日では、適切な時期に治療を開始することで
回避できるが、どのような分子メカニズムによって高次の脳機能が撹乱されるかはわかっていない。本研究で
は、脳の機能発現に重要とされるいくつかの分子が、甲状腺ホルモンの不足によって、その発現レベルが低下す
ることを明らかにした。これらの分子の挙動を精査することで、精神機能発現の基盤メカニズムの解明に寄与で
きるものと推察される。

※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 
甲状腺ホルモンはかつてより、脳神経系の発達に重要であることが知られており、それゆえ、
周産期の甲状腺ホルモン不足は適切な治療が施されないと重篤な知的障害を生じることが報告
されている。今日では、出生後のマススクリーニングにより、早期に甲状腺機能低下症（クレチ
ン症）を発見・診断し、ホルモン剤の適用により、クレチン症を回避することが可能となってい
る。周産期の甲状腺ホルモン不足によって神経突起やミエリン形成の不全が観察報告されてき
たが、我々はこれらに加えて、甲状腺刺激ホルモン受容体突然変異マウスにて海馬におけるニュ
ーロン新生が減弱することを見出した。海馬ニューロン新生は、歯状回における神経前駆細胞か
ら成熟顆粒細胞ニューロンへと成長する過程で GABA入力を必要とすることが報告されていた
ため、GABA 作動性抑制性ニューロンの挙動に注目した組織学的解析を実施することとした。
ラットにおいては GABAニューロンの亜集団の一つであるパルブアルブミンニューロンが甲状
腺ホルモンの不足によって減少することが報告されていたため、抗甲状腺剤によって人意的に
甲状腺機能を低下させたマウスを用いて同様の分子に着目したところ、確かにパルブアルブミ
ンニューロンの減少が観察された。また、近年、統合失調症や自閉スペクトラム症の死後脳にお
いて、このパルブアルブミンニューロンの減少が報告されており、正常な精神機能発現にパルブ
アルブミンニューロンが重要な役割を演じていることが示唆されている。 
 
２．研究の目的 
周産期における甲状腺ホルモン不足によって、脳内パルブアルブミンはどのような発現変化を
生じるのか、また、その他の精神疾患関連分子の挙動を探り、甲状腺機能不全による知的障害と
統合失調症や自閉スペクトラム症発症の分子基盤の共通性を見出すことを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
甲状腺機能低下症モデルマウスの作成にあたっては 0.05%過塩素酸カリウムと 1%メチマゾール
を飲水に溶解し、妊娠マウスに与え、甲状腺ホルモン合成を阻害させた。出産後、仔の血液中の
甲状腺ホルモンの一過性上昇が認められる 14日目までこれを継続した（hypothyroid 群）。また
hypothyroid 群に加えて、出生直後よりサイロキシン（甲状腺ホルモン：T4）を投与した実験群
（T4 投与群）を用意し、ホルモン補充によるレスキュー効果を検討した。なお、各個体の血中
ホルモン量は酵素免疫測定法により解析した。パルブアルブミンの発現量を測定するために、抗
体を用いた免疫染色法に加えてリアルタイム PCR 法により遺伝子発現レベルを測定した。また
パルブアルブミンニューロンの細胞系譜を追跡するためにチミジンアナログであるブロモデオ
キシウリジン(BrdU)を腹腔内投与しパルスチェイス実験を行なった。投与後１ヶ月目に脳標品
を回収し、パルブアルブミンと BrdU 陽性核の共局在を観察した。また、MeCP2ならびに CUX1の
免疫染色を行い、周産期に甲状腺ホルモン不足を経験した個体の神経組織学的な変化を観察し
た。加えてニッスル染色を行い、体性感覚野の組織形成を吻側から尾側へと詳細に検討した。 
 
４．研究成果 
抗甲状腺剤による甲状腺機能低下症を誘
導した母マウスより出生した生後 14 日目
の仔マウス脳におけるパルブアルブミン
mRNA 発現は著しく低下した（図１）。これ
らの仔マウスの血中 T4 濃度は有意に低下
しており検出限界値であった。パルブアル
ブミン発現は出生直後より行なった T4 投
与により対照群と同程度に回復すること
から、甲状腺ホルモンはパルブアルブミン
発現に対して重要な役割を演じているも
のと推察された。一方、生後 14日目に抗甲
状腺剤を除去すると血中 T4 濃度は経日的
に回復し 10 日ほどで対照群のそれと遜色
のないほどまでに回復した。これに伴いパ
ルブアルブミン発現も徐々に回復する傾
向にあった。かつて我々は、甲状腺刺激ホ
ルモン受容体遺伝子突然変異マウス（成長
遅延症マウス）を用いて、パルブアルブミ
ン陽性細胞の減少を見出しているが（文献
１）、これに伴い、ソマトスタチン陽性細
胞の増加を確認している。パルブアルブミ

5

Vol.:(0123456789)

Scientific Reports |         (2021) 11:6723  |  https://doi.org/10.1038/s41598-021-86237-8

www.nature.com/scientificreports/

development of the organism. In our experiments, mice were treated with antithyroid agents from gestational day 
17. We cannot describe de!nitely when the antithyroid agents start to have signi!cant e"ect on pups. However, 
Hassan et al., indicated that the e"ects of MMI on thyroid hormones is observed from day 4 a$er treatment 
with  MMI20. Further, MMI is excreted in a relatively higher concentration in human  milk21. According to these 
reports, pups may be a"ected by antithyroid drugs form gestational day 21/postnatal day 1. Serum TH levels 
during the neonatal period transiently increase at the end of the second postnatal  week19,22,23. %is suggests 
the possibility that normal neural development may be controlled by a TH surge a$er birth. Indeed, Fishman 
et al. have shown that the elimination of the peak in TH levels by treatment with pentobarbital induces neural 
damage in the  cerebellum19. Since pentobarbital can interfere with the thyroid  system24, the result indicates that 
TH surge at the end of the second postnatal week plays an important role in normal neuronal development. 
On the other hand, Gilbert et al. have shown that treatment with exogenous  T4 in antithyroid agent-induced 
hypothyroid rats during PD 8 to 14 prevented the decrease in the number of PV-expressing  neurons6. In our 
previous report, whereas continuous treatment of hypothyroid mice during PD 0 to 14 with  T3 inhibited the 
decrease in the number of PV neurons, treatment beyond PD 14 had no e"ect on resurgence of the number of 
PV-expressing neurons in the mouse  brain8. %us, these results suggest that the developing brain has a critical 
period of sensitivity to TH, and that the critical period exists within the !rst 14 days of life. However, presently, 
we cannot conclude whether normal neural development is achieved by the transient peak in TH levels or by 
the abundance of TH. %e phenomenon that causes a decrease in the expression of PV is commonly observed 
in  rodents5,8,25. %e symptoms have not only been observed in an antithyroid agent-induced hypothyroid model 
but also in genetically engineered mice presenting with TH-related impairments, such as dysfunctions of the TH 
receptor and TH  transporter7,26,27. %ese !ndings thus indicate that TH regulates the expression of PV.

PV-expressing interneurons are generated from the medial ganglionic eminence, and these immature neurons 
migrate tangentially to their respective destination  areas28–30. In the present study, we con!rmed the role of TH 
on the cell lineage of PV neurons using pulse-chase analysis with BrdU. From birth to PD 14, no co-localization 
of BrdU and PV was observed in the cortex and hippocampus. %ese results suggest that the mitotic phase of 

Figure 3.  Expression of PV mRNA in the cerebral cortex and hippocampus at PD 14 a$er termination of 
treatment with antithyroid agents. (A–C) Expression of PV mRNA in the cerebral cortex and hippocampus 
of normal mice. (B,C) Magni!ed images of the cerebral cortex (B) and the dentate gyrus of the hippocampus 
(C) from (A). (D–F) Expression of PV mRNA in the cerebral cortex and hippocampus of hypothyroid mice. 
(E,F) Magni!ed images of cerebral cortex (E) and the dentate gyrus of the hippocampus (F) from (D). Scale 
bar = 400 µm. CA Cornu Ammonis, DG dentate gyrus, TRN thalamic reticular nucleus. (G,H) Graphs show 
expression of PV mRNA in the cortex (G) and hippocampus (H) using qPCR. *p < 0.01: normal vs. hypothyroid 
(cortex), p < 0.001: hypothyroid vs. T4 (cortex). *p < 0.001: normal vs. hypothyroid (hippocampus), p < 0.001: 
hypothyroid vs. T4 (hippocampus).

図１大脳皮質および海馬におけるパルブアルブミン発現 
正常マウス（A-C）ならびに甲状腺機能低下症マウス（D-E）
脳におけるパルブアルブミンmRNAを in situ 
ハイブリッド形成法により観察。またリアルタイム PCR法
による定量解析結果を示す。Gは大脳皮質を Hは海馬にお
ける結果を示している。 



 

 

ンやソマトスタチン陽性細胞は同じ神経前
駆細胞から生じるため、甲状腺ホルモンが
細胞系譜に影響をもたらすとも考えられた
が、一般にこれらの事象は胎生期に終了す
る。しかし脳の一部においては生後も GABA
ニューロンの増殖が続くとの報告もあるた
め、BrdUを用いたパルスチェイス試験を実
施した。出生直後（postnatal day 0, P0）、
7日 (P7)、14日 (p14)に BrdUを単回投与
し、1 ヶ月後にパルブアルブミンとの共局
在を観察したが、いずれも共局在を認めな
かったため、少なくとも細胞系譜に影響す
ることはないと考えられた。ここで、遺伝
子発現解析の結果を考慮すれば、甲状腺ホ
ルモンはパルブアルブミン遺伝子発現を調
節する一因子とするのが妥当であると思わ
れた。直接あるいは間接作用かを確認するた
めに、現在、パルブアルブミン遺伝子上流に
甲状腺ホルモン受容体結合サイトの有無を
調査中である。一方、マウス脳のパルブアル
ブミンニューロン選択的に methyle-CpG binding protein2 (MeCP2)を選択的にノックダウンす
ることでレット症候群様の行動発現を呈すること（文献２）、ならびにレット症候群の患者の一
部で甲状腺機能障害が観察されることから（文献３）、甲状腺機能低下症モデルマウスの大脳皮
質ならびに海馬における MeCP2 発現を観察した。甲状腺機能低下症仔マウスにおける大脳皮質
における MeCP2 染色性は有意に低下していたが海馬におけるそれに差は認められなかった。ま
た、大脳皮質における MeCP2 mRNA発現を確認したが、対照群との差は認められなかった（図２）。
染色像を詳細に検鏡すると、異所性に MeCP2 染色性が高く高密度になる領域が認められた。この
領域は実験個体間で共通性はなく領域特異性はなかった。パルブアルブミンと同様に、甲状腺機
能の回復に伴い MeCP2 染色性の低下は回復した。大脳皮質の層構造を確認するために CUX1を用
いて第 II-IV 層の染色を試みた。甲状腺機能低下症仔マウスにおける大脳皮質では、対照群と比
較して CUX1の染色性は低く、また層の厚みが
薄かった（図３）。層形成の不全は、甲状腺機
能低下症を呈する齧歯類等でよく知られてい
るが、大脳皮質感覚野を吻側-尾側にわたって
チオニン染色を用いて詳細に再解析を試み
た。大脳皮質感覚野の層形成不全に領域選択
性はなく、吻側-尾側全てにおいてその厚みが
減少していた。なお CUX1発現は、甲状腺ホル
モンが回復しても正常レベルに戻ることなか
った。 
 周産期の甲状腺ホルモン不足は、大脳皮質
ならびに海馬におけるパルブアルブミン遺伝
子発現を顕著に低下させるが、ホルモンの補
充または抗甲状腺剤の抜去後の甲状腺機能の
改善に伴い発現レベルは回復するため、甲状
腺ホルモンはパルブアルブミン遺伝子発現に
重要な役割を演じていると推察された。甲状
腺ホルモンを細胞内へ輸送するトランポータ
ーであるMCT8の欠損はAllan-Herndon-Dudley
症候群として知られ、その死後脳においてパル
ブアルブミン発現の減少が認められる（文献
４）。この、死後脳におけるパルブアルブミン
発現の減少は、先にも示した通り、統合失調症
や自閉スペクトラム症においても観察される
共通した現象である（文献４）。正常な精神機
能発現にはパルブアルブミンの存在が欠かせないとも考えられるが、現時点ではこれ以上のこ
とに言及するデータを有してはいない。レット症候群はMeCP2を責任分子とし、この遺伝子の
変異によって発症するが、症状の一部に自閉スペクトラム症と類似点を有する。パルブアルブミ
ン遺伝子によって関連付づけられるこれらの障害等は、甲状腺機能との関連性も少なくはなく、
妊娠中の母親の甲状腺機能低下は自閉スペクトラム症のリスクファクターとして知られ、また
統合失調症患者の中には甲状腺機能障害を呈することも稀ではない。こうした病態の比較解析
や実験動物を介した分子基盤のさらなる解析が精神機能発現への理解に繋がるものと思われる。 
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Figure 5.  Expression of MeCP2 in the cerebral cortex of mice. (A,B) Photomicrographs show immunostaining 
of MeCP2 in the cerebral cortex of normal (A) and hypothyroid mice (B) at PD 14, respectively. Scale 
bar = 500 µm. (C) Graph shows the results of qPCR for MeCP2 mRNA in the cerebral cortex of mice at PD 14.

Figure 6.  Expression of CUX1 in layers II–IV of the cerebral cortex in mice. (A–D) Photomicrographs show 
immunostaining of CUX1 in the cerebral cortex of normal (A,B) and hypothyroid mice (C,D), respectively. 
(A) and (C) at PD 14; (B) and (D) at 3-months of age. Scale bar = 500 µm. (E) Graph shows the areas of 
cortical layers II–IV in normal (circle) and hypothyroid mice (square) at 3-months of age. ROI 1: − 0.70 mm to 
− 1.34 mm, ROI 2: − 1.34 mm to 1.82 mm, ROI 3: − 1.82 mm to − 2.30 mm from the bregma.

図２大脳皮質におけるMeCP2発現 
正常マウス（A）に比べて甲状腺機能低下症マウス（B）
ではMeCP2染色性が低下する。Aおよび Bは免疫染
色。C はリアルタイム PCR による MeCP2 遺伝子発
現レベル。染色性は低下するものの遺伝子発現に差異

はない。 
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Figure 5.  Expression of MeCP2 in the cerebral cortex of mice. (A,B) Photomicrographs show immunostaining 
of MeCP2 in the cerebral cortex of normal (A) and hypothyroid mice (B) at PD 14, respectively. Scale 
bar = 500 µm. (C) Graph shows the results of qPCR for MeCP2 mRNA in the cerebral cortex of mice at PD 14.

Figure 6.  Expression of CUX1 in layers II–IV of the cerebral cortex in mice. (A–D) Photomicrographs show 
immunostaining of CUX1 in the cerebral cortex of normal (A,B) and hypothyroid mice (C,D), respectively. 
(A) and (C) at PD 14; (B) and (D) at 3-months of age. Scale bar = 500 µm. (E) Graph shows the areas of 
cortical layers II–IV in normal (circle) and hypothyroid mice (square) at 3-months of age. ROI 1: − 0.70 mm to 
− 1.34 mm, ROI 2: − 1.34 mm to 1.82 mm, ROI 3: − 1.82 mm to − 2.30 mm from the bregma.

図３大脳皮質における CUX1発現 
正常マウス（A, C）に比べて甲状腺機能低下症マウ
ス（B, D）では皮質 II-IV層における CUX1発現が
低下する。A, Cは生後 14日目を、B, Dは３ヶ月齢
の大脳皮質を示している。 
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