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研究成果の概要（和文）：脳発達期の甲状腺ホルモン（TH）欠乏は知的障害を引き起こすが、その成因のひとつがパル
ブアルブミン（PV）陽性細胞の成熟遅延にある可能性が示唆された。人為的にTH不全を誘発するとPV発現が著しく阻害
されるが、外因性にTHを補充するとPV発現が回復することから、THは間接・直接的にPV遺伝子発現を制御していると推
察された。生後２週目までの間にTH不全を経験した成体マウスのPV発現細胞はその数が正常個体と同程度になったが、
自発運動量の異常が表出するようになった。TH不全そしてPV発現の遅延が、その後の個体の行動発現にどのような影響
を及ぼすのか、現在、その因果関係を精査している。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the expression of parvalbumin (PV)-positive neurons in the brain of 
hypothyroid mice. The number of PV neurons and mRNA expression levels markedly decreased in hypothyroid 
mice brain. Treatment of exogenous thyroxin from PD 0 to 14 rescued the decrease in the PV neuron number 
and mRNA expression in the hypothyroid mice, but the treatment over P14 had no effect. A pulse-chase 
analysis showed that PV neurons already terminated cell proliferation stage during P0 to P14. Therefore 
thyroid hormone may regulate PV gene expression directly or indirectly. By removing anti-thyroid agents 
after P14, PV expression in adulthood almost caught up with normal level. In order to know the effect of 
a retardation of PV expression on behavior in hypothyroid mice, we measured the spontaneous motor 
activity in hypothyroid mice. The spontaneous motor activity on dark period increased in hypothyroid 
mice, and the disappearance of the evening peak before the light period observed in these mice.

研究分野：神経科学、神経内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
  
 胎生期から幼少期にかけての生体をとり
まく環境は、個体成熟後の脳機能に影響を
与える。甲状腺ホルモンの欠乏は臨床的に
はクレチン症として、精神遅滞などの知的
障害を引き起こすことが古くから知られて
いるが、その成因は未解明な点が多い。従
来からミエリン形成不全や神経突起形成の
異常が精神遅滞の主たる原因とされている。 
 これまで、我々は硫酸基転移酵素異常によ
る甲状腺刺激ホルモン受容体機能不全を呈
する突然変異マウス（grt）を用いた内分泌
学的研究に加え、海馬ニューロン新生にお
ける甲状腺ホルモンの役割について調査を
してきた。幼若 grt マウスにみられる海馬
ニューロン新生の頻度低下は、外因性に甲
状腺ホルモンを補充することで回復するこ
とが明らかとなり、海馬ニューロン新生に
おける甲状腺ホルモンの関与を明らかにし
た。一方、海馬におけるニューロン新生は、
NMDA 受容体阻害薬によって促進されるこ
と、また、新生した神経前駆細胞は GABA
入力を受けて成熟した神経細胞へと分化す
ることが明らかになっている。このため
我々は、甲状腺ホルモンの欠乏によるニュ
ーロン新生の頻度低下に、海馬における
GABA インターニューロンの関与を疑い研
究を開始した。 
 
２．研究の目的 
 
 脳の発生・発達過程における甲状腺のホル
モン欠乏が、幼若期の GABA作動性インタ−
ニューロン（以後、GABA ニューロン）の亜
集団構成比を変化させる事実を見いだした。
この現象は甲状腺ホルモンの補充によって
回復するが、生後数週間を経過するとその
効力は失われることから、ホルモン感受性
の臨界期が GABA ニューロンの分化終了時
期とほぼ一致することも明らかになった。
本研究では、どの亜集団が影響を受けるの
か、またそれは脳の全体で見られる現象で
あるのか。そこにはいかなる分子が関与す
るのか。分子組織学的解析を行い GABA 作動
性インターニューロン形成における甲状腺
ホルモンの役割を明らかにしたい。 
 
３．研究の方法 
 
＜甲状腺機能低下症モデル動物の作成＞ 
マウスはラットと比べて、抗甲状腺剤だけ
では血中 T3/T4 レベルは顕著に低下しない。
低ヨード飼料とメチマゾール（MMI, 飲水）
の併用で完全な甲状腺機能低下を示すモデ
ル動物の作製が可能になる。そこで、低ヨ
ード飼料は日本クレアに特別作成依頼を行
った。ただ、かなり厳しい甲状腺機能低下
をもたらすため、メチマゾールと過塩素酸

カリウムの併用を行い、低ヨード食を使用
しない条件も検討した。 
 
＜血中甲状腺ホルモン測定＞ 
脳標品回収時に断首または心採血によって
得た血液を遠心分離し血清を回収。EIA 法
により血中 T4 レベルの測定を行った。 
 
＜免疫染色法＞ 
組織標本上のパルブアルブミンならびに
BrdU を免疫組織化学的に検出した。二重免
疫染色においては２次抗体に蛍光抗体を使
用し共存率を計測した。 
 
＜in situ ハイブリッド形成法＞ 
組織標本上のパルブアルブミン mRNA 発現
を観察するためにDIG標識cRNAプローブを
用いた in situ ハイブリッド形成法をおこ
なった。 
 
＜定量的 PCR 法＞ 
パルブアルブミン遺伝子発現ならびに各種
転写因子発現を、比較 Ct 法（ΔΔCt 法）を
用いて解析した。 
 
＜自発運動量の計測＞ 
動物体温による放出赤外線検出型の自発運
動量センサーを用いて、１２時間明期１２
時間暗期おけるマウスの活動量を計測。 
 
４．研究成果 
 
 我々はマウスを用い脳形成期のTH欠乏に
よりパルブアルブミン（PV）ニューロンの
発達が阻害されることを明らかにしたが、
今回はこの研究を発展させ，一定期間のみ
甲状腺機能を低下させる実験群を用意し、
脳発達期の一時的な内部環境の攪乱が，そ
の後の脳発達にどのような影響を及ぼすか
を形態・行動学的に検討した。

 
図１ PV mRNA発現 
a（海馬歯状回）およびb（大脳皮質）は正常個体におけ
るPVmRNA発現。Cおよびdはhypothyroid群。hypothyroid
群ではPV mRNA発現の著しい低下が認められる。 



 まず抗甲状腺剤によって誘導された先天
性甲状腺機能低下症マウスに出生直後から
T4を補充した。補充を行わない群ではPVニ
ューロン数は顕著に減少したが、出生直後
からのT4補充によってこれが回避できたた
めPVニューロンの発現には甲状腺ホルモン
が必要であることが明らかなった。次に
E17.5からP14までに限って甲状腺ホルモン
を欠乏させた後、甲状腺機能を正常に回復
させると幼少期には顕著であったPVニュー
ロン数の減少が成体では観察されず、その
細胞数は甲状腺ホルモンを一度も欠乏させ
ない対照群と同程度であった。したがって
甲状腺機能の回復に伴いPVニューロン発現
が追従するものと推察された。

 

 
図２ qPCR法によるPV mRNA発現 
生後１４日齢マウスの大脳皮質および海馬におけるPV 
mRNA発現をqPCR法によって解析した。hypothyroid群のPV
発現は、正常個体と比べて、著しく低下したが、出生直
後から１日１回のチロキシン（T４）投与によって有意に
回復する。 
 

 一方、我々はBrdU投与によるパルスチェ
イス試験を行い、出生直後から生後１４日
までの間に誕生する細胞を追跡し、甲状腺
ホルモンの欠乏にともなうPV発現の減少に
関する組織学的なヒントを得ることを試み
た。その結果、出生直後から生後１４日ま

での間に誕生した細胞のすべてがPV陰性で
あったことから、甲状腺ホルモンはPVニュ
ーロンの細胞系譜に影響するのではなく、
PV遺伝子発現そのものを、間接的もしくは
直接的に制御しているものと推察された。
実際、甲状腺ホルモン不全は、Lhx6や
SOX6,SHHなどの細胞系譜に関わる転写因子
発現に影響を与えなかった。そこで次に、
PV遺伝子上流における甲状腺ホルモン応答
配列の存在を調査したが応答配列を確認で
きなかった。それゆえ、甲状腺ホルモンは
PV遺伝子発現を間接的に制御するものと推
察された。 
 PVニューロンは大脳皮質、海馬、視床網
様核、小脳プルキンエ細胞など、広範に発
現が認められるが、免疫染色法やin situ
ハイブリッド形成法により正常個体と
hypothyroid群間の発現の差異を観察した
ところ、大脳皮質や海馬においては顕著な
減少を示すものの（図１、図２）、その他の
領域ではわずかな減少をしめすのみで、大
脳皮質や海馬のような劇的な差は認められ
なかった。それゆえ、PV発現は領域によっ
て異なる発現制御を受けている可能性が示
唆された。hypothyroid群では大脳皮質およ
び海馬においてPVの劇的な発現減少が認め
られることから、高次脳機能への影響が強
く示唆され、実際、過去に甲状腺機能低下
症は空間記憶へ影響するとの報告されてい
る。我々は、高次機能を調べる以前に、よ
り基本的な行動発現への影響を調べるため
に、生後１４日齢までの期間に甲状腺ホル
モン不全を経験した成体マウスの自発運動
量を計測した。その結果、C57BL/6系マウス
では、LDサイクルにおいて暗期開始直後と
明期直前に活動亢進が観察されるが、甲状
腺ホルモン不全を経験した成体マウスでは、
これらのピークが消失していた（図３）。PV
ニューロン発現の一時的な遅延が、どのよ
うなメカニズムのもと、このような自発運
動量の変化をもたらすのか。現在、継続し
て解析を進めている。 
 

 
図３ 赤外線センサーによる LD周期における活動量 
赤外線センサーを用いて正常個体（左）と hypothyroid
個体（右）の自発運動量を計測した。正常個体において
は暗期開始時と暗期終了時に活動の亢進が観察される
が、hypothyroid 個体では２つのピークが認められず、
かつ明期においてはほとんど活動しないことがわかる。 
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