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研究成果の概要（和文）：マカクザルとツパイを用いた実験により、老人斑に蓄積するアミロイ

ドβ42 とソマトスタチンとの関係、新生児の形態と行動に及ぼす母胎へのステロイド投与の影

響、春機発動の脳内メカニズム、更年期以降の脳内エストロゲン受容体 ERβの制御機構、脳内

遺伝子発現の老化における性差、大脳皮質運動関連領野における可塑性関連分子の発達に関す

る新知見を得、霊長類の脳の発達加齢の特徴を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Following characteristics of development and aging process of 
primate brain were clarified: relationship of somatostatin and amyloid-beta 42 deposited 
in  senile  plaque,  effects  of  steroid  hormone  administration  during  pregnancy  on 
morphological and behavioral characteristics of neonatal macaque, synaptic mechanism of 
GnRH reactivation during puberty, regulatory mechanism of estrogen receptor ER-beta 
during  and  after  menopause,  sex-specific  aging  of  gene  expression  in  the  brain, 
development of plasticity-related PKC substrates in the macaque motor cortex.  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１．研究開始当初の背景 
  脳の発達加齢のメカニズム研究に関して
はマウスなどのげっ歯類が広く使われてい
るが、ラットやマウスではヒトやマカクとは
随分異なった現象が多い。老齢期のマカクで
は、ヒトと同じように老人斑が出現する
(SelkoeD.J. et al. Science 235:873-877, 

1987)が、マウスでは老人斑は出現しないの
はその一例である。マカクなどの霊長類は脳
の発達加齢という点では、げっ歯類に比べは
るかにヒトに近く、霊長類はヒトの脳の発達
加齢のメカニズムを推測するのに適したモ
デル動物であると考えられる。 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２．研究の目的 
  本研究の目的は、脳の発達加齢現象のうち、
ヒトを含めた霊長類に特徴的なもののメカ
ニズムを分子レベル、シナプスレベル、ニュ
ーロンレベルで理解することである。 
(1)ツパイ、マカクの脳の老化におけるアミ
ロイドベータとソマトスタチンの変化 
  マカクザルと霊長類に近縁のツパイの脳
において、加齢とともに老人斑が蓄積するか
を明らかにする。特にマカクザルについては
今まで報告されていない扁桃体に注目する。
また老人斑の主成分であるアミロイドベー
タ（Aβ）ペプチドとその分解を促進させる
働きをもつソマトスタチンとがどのような
関係にあるかを明らかにする。 
(2)マカクザルにおける性ステロイドホルモ
ンと転換酵素、受容体の、脳の形態的性分化
と機能的性分化、行動への関与 
  脳の性分化の特性はげっ歯類と霊長類と
では大きく異なる。脳の性分化の臨界期はげ
っ歯類では新生児期であるが、霊長類では胎
生期である。さらに霊長類ではアンドロゲン
がエストロゲンに転換されず、そのまま働い
ていると考えられる。また、霊長類の脳の性
分化における芳香化酵素の必要性やアンド
ロゲン受容体の役割は不明である。本研究は、
「霊長類の脳の性分化には、アンドロゲンが
そのまま働いて、必ずしも芳香化酵素は必要
ではない」という仮説に基づき、マカクザル
を用い、性ステロイドホルモンと転換酵素、
さらにその受容体の、脳の形態的性分化と機
能的性分化、行動への関与を明らかにする。 
(3)春機発動の神経メカニズム 
  春機発動期は、視床下部からの性腺刺激ホ
ルモン放出ホルモン(GnRH)分泌の増強によ
って引き起こされる。ヒトを含む霊長類では
GnRH の分泌は胎児期には活発で、幼若期に減
弱した後、再び増強するというパターンを示
し、この再増強が春機発動を引き起こす。
GnRH 分泌の再増強は、性ステロイドに依存せ
ず生起し、神経伝達物質投与により影響を受
けること(Terasawa and Fernandez, 2001)か
ら、中枢性の分泌制御システムによって引き
起こされると考えられている。グルタミン酸、
GABA、NPY が GnRH 分泌制御にかかわるが、実
際にこれらの神経伝達物質を含む神経終末
と GnRH ニューロンとの間にどのような変化
が起こっているのかは明らかでない。本研究
は、春機発動期の GnRH 分泌の再増強は GnRH
ニューロンを含む視床下部神経回路の変化
により引き起こされるという作業仮説のも
と、GnRH ニューロンへのシナプス入力の変化
を明らかにする。 
(4)脳内ステロイド受容体および合成酵素の
発現に対する閉経の影響 
  海馬のエストロゲン受容体 ERαおよび ER
βの発現と、脳内で合成されるエストロゲン

の指標となる合成酵素 P450arom の発現を閉
経前後のニホンザルで比較することにより、
閉経期の末梢エストロゲン低下にともなう
神経解剖学的変化を明らかにする。 
(5)脳内遺伝子発現に及ぼす加齢の影響 
  認知機能に重要な脳部位である 46 野と海
馬における加齢変化を網羅的に調べるため、
DNA マイクロアレイを用い、遺伝子発現プロ
ファイルを雌雄のマカクザルで比較する。 
(6)マカクの大脳皮質運動関連領野における
プロテインキナーゼ C基質の発達 
  神経系の可塑性に関わるプロテインキナ
ーゼ C の複数の基質（GAP-43,  MARCKS, 
neurogranin）の大脳皮質運動関連領野での
発達過程の検討を行い、運動関連領野の可塑
性の発達の特徴を明らかにする。 
(7)MRI を用いたニホンザルの脳発達の解析 
  同一個体の反復 MRI 撮影によるニホンザ
ル頭部、脳の成長過程の解析を行い、画像デ
ータを元に、脳の各部位の頭蓋内での位置を
Horsley-Clark 座標上に表現する「ニホンザ
ル脳発達アトラス」を作成する。 
 
３．研究の方法 
(1)ツパイ、マカクの脳の老化におけるアミ
ロイドベータとソマトスタチンの変化 
  老齢ニホンザル（23-35 歳）7 頭、および
老齢ツパイ（7－9 歳）4 頭と若年ツパイ（1
歳 9 ヶ月）3 頭の脳を 4％パラホルムアルデ
ヒドで固定した。各脳領域の 40μm 切片につ
いて Aβ42 ペプチドとソマトスタチンに対す
る抗体を用いて免疫組織化学法を行った。 
(2)マカクザルにおける性ステロイドホルモ
ンと転換酵素、受容体の、脳の形態的性分化
と機能的性分化、行動への関与 
  霊長類研究所個別ケージ飼育のカニクイ
ザルおよびニホンザルを Timed Mating 法に
より交配し、受胎日の明らかな妊娠ザルを作
成し、一部はコントロールとして出産後ただ
ちに全身を灌流固定し、脳および性腺の組織
学的検索を行った。残りの妊娠ザルはそれぞ
れテストステロン、ジハイドロテストステロ
ンまたはエストロゲンを投与した。これらの
サルから生まれた新生児は２群に分け、一方
は出生後定期的に新生児の行動観察ならび
に脳のＭＲＩ画像検査を行い、性差の検討を
行った。また残りの新生児は外生殖器などの
マクロの形態学的検査、ついでコントロール
と同様に全身を灌流固定し、脳および性腺の
組織学的および免疫組織学的検索を行った。 
(3)春機発動の神経メカニズム 
  GnRH ニューロンへのグルタミン酸作動性
入力の発達変化を明らかとするため、幼若期、
成体期にあるメスアカゲザルの脳視床下部
を凍結、薄切し、GnRH とグルタミン酸作動性
入力のマーカーである小胞性グルタミン酸
トランスポーター (VGluT)2 を蛍光二重染色



 

 

により可視化した。GnRH ニューロンを含む画
像を共焦点レーザー顕微鏡で撮影し、GnRH 陽
性細胞体に近接するグルタミン酸作動性入
力を計数し、発達ステージ間でそれぞれの入
力数について比較した。また GnRH ニューロ
ンを包囲することでシナプス入力を制御し
ていると考えられるアストロサイトの発達
変化を明らかとするため、GnRH とアストロサ
イトのマーカーであるグリア線維酸性タン
パク (GFAP)を蛍光二重染色し、GnRH ニュー
ロンの周囲に存在するアストロサイトの密
度を計測し、発達ステージ間で比較した。さ
らに、近年その生殖機能への関わりが注目さ
れている kisspeptin ニューロンの分布、GnRH
ニューロンとの関係を明らかとするため、
GnRH と kisspeptin を蛍光免疫染法により多
重標識し、GnRH ニューロンと kisspeptin 陽
性構造との空間的関係性を可視化、検討した。 
(4)脳内ステロイド受容体および合成酵素の
発現に対する閉経の影響 
  閉経前（成熟期）群 (pre-)、卵巣摘除（成
熟期）群 (ovx)、閉経周辺期群 (peri-)と閉
経後群 (post-)のニホンザル(n=12) のエス
トロゲンをはじめとした血中ホルモン動態
をラジオイムノアッセイで測定し、灌流固定
のうえ脳を採取した。海馬を含む脳切片は ER
α、ERβおよび P450arom に対する抗体で免
疫組織染色し、撮影した画像の免疫陽性構造
を半定量解析した。 
(5)脳内遺伝子発現に及ぼす加齢の影響 
  種やサンプリング時期を統制したマカク
ザル(n=48)を、雌雄それぞれ成熟期（平均 10
歳）と老齢期（平均 26 歳）に分け、海馬と
46 野から total RNA を抽出し、Rhesus Monkey 
Oligo Microarrays (4 x 44k, A gilent 社)
を用いて遺伝子発現の網羅的解析を行った。
海馬あるいは 46 野において成熟期と老齢期
で 1.5 倍以上発現量の差があった 1205 個の
遺伝子を対象とし、GSEA (Gene Set 
Enrichment Analysis)法を用いて、どのよう
な機能を持った遺伝子が老化に伴って増加
あるいは減少しているかを解析した。 
(6)マカクの大脳皮質運動関連領野における
プロテインキナーゼ C基質の発達 
  発達段階および成熟期のニホンザル、アカ
ゲザル（合計 19 頭）を灌流固定し、脳を採
取した。一次運動野、運動前野、補足運動野
を含む 16μm 冠状断凍結切片を作成し、RNA
プローブを用いて、GAP-43、MARCKS、
neurogranin に対する in situ ハイブリダイ
ゼーションを行った。 
(7)MRI を用いたニホンザルの脳発達の解析 
  発達段階のニホンザルの頭部を経時的に
MRI 撮像した（T1 強調画像）。MRI 画像を三次
元再構成し、任意の断面、任意の角度からの
レンダリング画像を表示できる Web アプリケ
ーションを開発し、計算アルゴリズム等の検

討を重ね、速度、画質、操作性の改善を重ね
た。 
 
４．研究成果 
(1)ツパイ、マカクの脳の老化におけるアミ
ロイドベータとソマトスタチンの変化 
  全ての老齢ニホンザルの扁桃体において A
β42 ペプチド免疫活性構造が観察された。ま
た大脳皮質では、従来の報告のように側頭連
合野と前頭連合野に多くの免疫活性構造が
確認された。さらに Aβ42 ペプチド免疫活性
構造の周辺において、変性したソマトスタチ
ン陽性細胞と線維の存在が多数確認された。 

  老齢ツパイについては、梨状皮質、海馬台、
基底核、乳頭体、視床下部に Aβ42 ペプチド
免疫活性構造が観察され、コンゴーレッド陽
性構造も少量ながら認められた。またアミロ
イドペプチド陽性の血管壁が多数観察され
た。さらに老齢ニホンザル同様変性したソマ
トスタチン陽性細胞と繊維も観察された。若
年ツパイの脳内には老齢ツパイで観察され
たような構造体は全く見られなかった。 
  さらに両動物において Aβ42 ペプチドの分
解を促進させるソマトスタチン分泌細胞に
顕著な変性が観察された。従って老齢期にお
いて、ソマトスタチンが減少することによっ
て Aβ42 ペプチドが脳内に蓄積する可能性が
考えられる。これはアルツハイマー病患者で
ソマトスタチンが顕著に減少する事と矛盾
しない結果である。またマカクサルに比較し
て小型で飼育が容易なツパイは、老人斑蓄積
の分子メカニズム解明のための貴重なモデ
ル動物と考えられる。 
(2)マカクザルにおける性ステロイドホルモ
ンと転換酵素、受容体の、脳の形態的性分化
と機能的性分化、行動への関与 
  ステロイドホルモン負荷の妊娠ザルから
生まれた新生児に乳頭ならびに外生殖器肥
大が認められた。また、ホルモン投与個体由
来の新生児の母子間距離は、生後発達と共に
拡大するという定型的なパターンとは異な
る行動を示すことが分かった。さらに免疫組
織化学法によるエストロゲン受容体α、β、
アンドロゲン受容体含有細胞の脳内分布に
性差が観察された。 



 

 

(3)春機発動の神経メカニズム 
  メスアカゲザル視床下部においては点状
の VGluT2 陽性構造が観察され、これらの構
造はグルタミン酸作動性前シナプスと考え
られた。GnRH ニューロンの細胞体、近位樹状
突起に近接する VGluT2 陽性構造は、幼若個
体に比べ成体で有意に多かった。これらの結

果は、発達にともない GnRH ニューロンへの
興奮性シナプスの数が増加し、この入力変化
によって GnRH ニューロンの活動が賦活化さ
れる可能性を示唆する。また、これまで考え
られてきた以上の数のシナプス入力が GnRH
ニューロン上に形成されている可能性も示
唆された。GnRH ニューロンの細胞体、近位樹
状突起、どちらにおいても GFAP 陽性線維の
近接が成体で減少することが明らかとなっ
た。この結果から、春機発動期にアストロサ
イトによる包囲が減少することで GnRH ニュ
ーロンへのグルタミン作動性入力を含むシ
ナプス入力が増加する可能性が示唆された。 

  アカゲザル視床下部では kisspeptin ニュ
ーロンは主に弓状核に局在し、前腹側室周囲
核および視索前野にはみとめられなかった。
GnRH ニューロンへの Kisspeptin 陽性軸索の
近接は少なく、kisspeptin ニューロンからの
GnRH ニューロンへのシナプス入力は少ない
と考えられた。これらの結果は、げっ歯類、
ヤギなどの他の実験動物で得られている結
果と異なっており、霊長類に特異的な
kisspeptin ニューロン/GnRH ニューロンのネ
ットワークの存在を示唆している。 
(4)脳内ステロイド受容体および合成酵素の
発現に対する閉経の影響 
  peri- と post- で ER β の 発 現 上 昇
up-regulation が明らかになった。一方で、
卵巣を摘除したovxはpre-と有意な違いはな
かったことから、これら脳領域は末梢由来の

エストロゲン低下を直接的に反映していな
いと考えられた。次に、脳が独自に合成する
ニューロステロイドである脳由来のエスト
ロゲンに注目したところ、その合成酵素であ
る P450arom の発現は ovx で高く、peri-や
post-で低い傾向がみられた。このことから
老齢ザルの脳では局所的なエストロゲンの
合成能が低下しており、ERβの発現上昇は内
分泌よりも自己分泌や傍分泌される低エス
トロゲンに対する代償反応である可能性が
示唆された。 

(5)脳内遺伝子発現に及ぼす加齢の影響 
  Gene Ontology Biological Process のアノ
テーションにもとづく遺伝子群のうち、老齢
オスでは有意に変化した遺伝子群はみられ
なかった。一方メスでは、海馬で恒常性維持
にかかわる遺伝子群の発現上昇、また海馬と
46 野で中枢神経活動にかかわる遺伝子群の
発現減少が見られた。これら脳部位の加齢プ
ロセスの性差には、メスのホルモン動態の劇



 

 

的な変化の影響が示唆される。 
(6)マカクの大脳皮質運動関連領野における
プロテインキナーゼ C基質の発達 
  三種の PKC 基質のうち、 GAP-43 と
neurogranin の遺伝子発現一次運動野におい
て生後 2.5-6 ヶ月で有意な一時増加を示した。
これは感覚野や連合野には見られない特徴
であった。両タンパクの皮質脊髄路発達への
関与が示唆される。 

(7)MRI を用いたニホンザルの脳発達の解析 
  生後 8ヶ月から 3年 8 ヶ月までのニホンザ
ルの脳の発達を Web で一覧できるようにした
（ http://riodb.ibase.aist.go.jp/brain/i
ndex.php）。各発達段階において、任意の方
向、断面での観察が可能である。この画像再
構成システムはューロインフォマティクス
国際統合機構日本ノードにおける「脳イメー
ジングプラットフォーム」にも採用された
（ http://nimg.neuroinf.jp/modules/brain
explorer/index_jm_eng.php）。 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