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研究成果の概要（和文）：脳の性差を構築するカルビンディン（CB）ニューロンの生理学的役割とCBニューロン
の性差構築機構を明らかにするため、マウスを用いて研究を行なった。研究の結果、CBニューロンには、性特異
的な社会行動の表出を調節する働きがあることが明らかになった。特に、雄マウスのCBニューロンは、性的動機
づけの調節や、同種他個体に対して適切な行動を引き起こすために必要である。CBニューロンには雄にしか存在
しない集団があることも明らかになった。そして、雄特異的CBニューロンの出現には、新生仔期と思春期の精巣
から分泌されるアンドロゲンの作用が必要であることも分かった。

研究成果の概要（英文）：This research project was performed to determine the role of calbindin 
neurons, a sexually dimorphic cell group of the brain, in the physiology of mice, and the mechanisms
 responsible for establishing brain sexual dimorphism. We found that calbindin neurons are involved 
in the control of social behaviors. Specifically, our data suggest that calbindin neurons in the 
male brain regulate sexually motivated behavior and have a function that is required for male mice 
to display an appropriate social behavior toward conspecific. In addition, we identified a 
male-specific population of calbindin neurons. The emergence of the male-specific calbindin neurons 
requires the actions of testicular androgens during the postnatal and pubertal periods. 

研究分野：行動神経内分泌学

キーワード： 性差　性分化　性的二型　脳　社会行動　性ホルモン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳の性差は、実験動物だけでなくヒトにも存在する。本研究の成果は、脳の性分化機構を解明するという学術的
目標の達成に貢献するだけでなく、ヒトの脳の性差の理解に資する科学的知見を提供するものである。本研究の
成果を社会に発信することで、こころの性と性の多様性に関する理解が深まることが期待される。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
様々な生理現象を制御する脳には性差がある。脳の性差を生み出すメカニズムの全貌は明ら
かになっていないが、脳の内部構造の性差がその基盤になる。形態学的な性差がみられる神経核
は性的二型核と呼ばれ、1978 年にラットの視索前野で最初の性的二型核が発見された。その後、
性的二型核は他の動物種でも確認され、ヒトではこころの性に関係する性的二型核が存在する。
近年、こころの性の多様性に対する社会の関心は高まり、性的マイノリティの存在が認知される
ようになった。脳の性差を理解し、脳の性分化機構を解明するには性的二型核の研究が必要不可
欠である。ラットだけでなく、マウスの視索前野にも性的二型核があり、この性的二型核（以後、
CALB-SDN）はカルシウム結合タンパク質であるカルビンディン（CB）を発現するニューロン
を多く含む。分界条床核にもCBニューロンの性的二型核（以後、CALB-BNST）がある。CALB-
SDN と CALB-BNST に含まれる CB ニューロンの数は雄マウスにおいて雌マウスよりも多く、
この性差の形成には周生期の精巣から分泌されるテストステロンが重要である。遺伝的雌であ
ってもテストステロンが作用すると CB ニューロンの数は増加して、雄のようになる。さらに、
思春期に分泌されるテストステロンにも CB ニューロンの雄性化を促す働きがあることを明ら
かにした。また、CALB-BNST の性差を形成する CB ニューロンは局所神経回路を構築する介
在ニューロンであることも明らかにした。そして、CALB-SDNの CB ニューロンには局所神経
回路を構築する介在ニューロンと中脳の腹側被蓋野（VTA）に投射するニューロンの 2 種類が
あり、前者の細胞数には性差はなく、後者は雄マウスのみに存在するという明瞭な性差があるこ
とを突き止めた。しかし、CALB-BNSTと CALB-SDNを構築するCBニューロンの生理機能と
性差形成機構には不明な点が多く残されている。 
 
２．研究の目的 
CALB-SDN を含む視索前野と CALB-BNST を含む分界条床核は、社会行動の制御に重要な
領域である。視索前野と分界条床核が関わる社会行動には、雌雄の性行動、雌に特有な母性行動、
雄に特有な攻撃行動があり、細胞数や神経投射に性差がみられるCBニューロンには、それぞれ
の性に特有な社会行動に対して何らかの役割を担うと考えられる。 
本研究では、CALB-SDN と CALB-BNSTp を構築する CB ニューロンの社会行動制御にお
ける役割を明らかにすることを目的にした。加えて、CALB-SDN から VTA に投射する CB ニ
ューロンの性差形成に対するテストステロンの働きを調べることで、性的二型核の性差形成機
構の一端を明らかにすることを試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）神経活性マーカーを用いたCBニューロンの組織学的解析 
社会行動を起こした雌雄マウスの CB ニューロンの神経活性を調べるため、神経活性のマー
カーであるc-fosの免疫組織学的解析を行った。同種他個体と遭遇した被験動物の行動を観察し、
性行動あるいは攻撃行動を起こした雄マウスおよび性行動あるいは母性行動を起こした雌マウ
スを作製した。その後、被験動物を灌流固定し、脳を採取した。脳を薄切した後、脳切片に抗 c-
fos 抗体と抗CB抗体を使用して免疫染色を施し、CALB-SDNおよびCALB-BNST に観察され
た c-fos 発現 CB ニューロンの数を計測した。 
 
（２）雄マウスのCALB-BNSTに存在するCBニューロンの機能解析 
実験１の結果より、雄マウスのCALB-BNSTに存在するCBニューロンは、性行動や攻撃行
動に関与することが示唆された。そこで、CALB-BNST の CB ニューロンを特異的に破壊して
雄マウスの行動への影響を調べた。CBニューロン選択的にCre リコンビナーゼを発現するトラ
ンスジェニックマウス（CALB-Cre TG マウス）のCALB-BNST に Cre リコンビナーゼ依存的
にカスパーゼ 3 を発現させるアデノ随伴ウィルスベクター（AAV）ベクターを注入した。その
後、AAV を注入した被験動物の性行動と攻撃行動を観察し、データ解析により CB ニューロン
破壊の影響の有無を検討した。 
 
（３）雄マウスのCALB-SDNに存在するCBニューロンの機能解析 
実験１の結果より、雄マウスの CALB-SDN に存在する CB ニューロンは性行動に関与する
ことが示唆された。そこで、VTA に投射する CALB-SDN の CB ニューロンが性行動の制御に
関与するか否か明らかにするため、DREADD システムを用いて CALB-SDN から VTA に投射
するCBニューロンの活性を操作し、動物の行動への影響を調べた。CALB-Cre TG 雄マウスの
CALB-SDNに Cre リコンビナーゼ依存的にDREADDサブタイプ 3（hM3Dq）あるいはサブタ
イプ 4（hM4Di）を発現する AAV ベクターを注入し、CB ニューロン特異的に hM3Dq または
hM4Di を発現させた。その後、合成DREADDリガンド（CNO）を動物に腹腔内投与してCB
ニューロンの活性を促進あるいは抑制した後、雌マウスに対する性行動を観察した。 
 



（４）CALB-SDNに存在する雄特異的CBニューロンの出現におけるテストステロンの役割 
CALB-SDNからVTAに投射するCBニューロンの雄優位な性差の形成にテストステロンが
関与するか否か明らかにするため、VTA に投射する CB ニューロン数に対する周生期および思
春期のテストステロンの影響を調べた。出生日あるいは出生 20 日に精巣を除去したCALB-Cre 
TG 雄マウスと出生日あるいは出生 20 日にテストステロンを投与したCALB-Cre TG 雌マウス
を作製した。成熟後、動物のVTAに Cre リコンビナーゼ依存的に tdTomato を発現する逆行性
AAV ベクターを注入し、CALB-SDN に観察される tdTomato 発現ニューロンの数を計測した。 
 
４．研究成果 
（１）神経活性マーカーを用いたCBニューロンの組織学的解析 
発情雌マウスに対して性行動を起こし
た雄マウスのCALB-SDNには多数のc-fos
発現 CBニューロンが観察された（図１A–
C）。しかし、侵入雄マウスに対して攻撃行
動を起こした雄マウスの CALB-SDN には
僅かな c-fos 発現 CB ニューロンが観察さ
れただけだった（図１D–F）。雄マウスの刺
激を受けて性行動を示した雌マウスの
CALB-SDNにも c-fos 発現 CBニューロン
が観察された。しかし、その数は、性行動
を起こした雄マウスのそれに比べて少なか
った（図１G–I）。仔マウスに対して母性行
動を示した雌マウスのCALB-SDNの c-fos
発現 CB ニューロン数は少なく、対照群と
の間に有意差はみられなかった（図１J–L）。 
CALB-SDN と同様、発情雌マウスに対
して性行動を起こした雄マウスの CALB-
BNST には多数の c-fos 発現 CB ニューロ
ンが観察された。CALB-SDNとは異なり、
侵入雄マウスに対して攻撃行動を起こした
雄マウスのCALB-BNSTにはc-fos発現CB
ニューロンが観察され、その数は対照群に
比べて有意に多かった。CALB-SDN と同
様、雄マウスの刺激を受けて性行動を示し
た雌マウスの CALB-BNST にも c-fos 発現
CBニューロンが観察され、その数は対照群
よりも有意に多かった。仔マウスに対して
母性行動を示した雌マウスの CALB-SDN
では殆ど観察されなかったが、CALB-
BNST では c-fos 発現 CB ニューロンが観
察された。そして、その数は対照群よりも
有意に多かった。 
以上の結果から、CALB-SDNと CALB-
BNSTの性差を構築するCBニューロンは、
社会行動の制御あるいは調節に関与するこ
とが示された。 
 
 
（２）雄マウスのCALB-BNSTに存在するCBニューロンの機能解析 
CALB-BNSTの CBニューロンを破壊された雄マウスは、対照群の雄マウスと同様、発情雌
に遭遇した際は性行動を起こし、自身のホームケージに侵入した雄マウスに対して攻撃行動を
起こした。しかし、行動の潜時と頻度には対照群の間に有意差がみとめられた。性行動を解析し
た結果、CBニューロン破壊群の雄マウスは、対照群の雄マウスに比べて、射精の潜時が有意に
短縮し、射精の回数は有意に増加した。攻撃行動を解析した結果、CBニューロン破壊群におけ
る攻撃行動の潜時は対照群に比べて有意に長くなり、攻撃行動の回数は有意に少なくなった。興
味深いことに、CBニューロンを破壊した雄マウスは、通常、発情雌マウスに対して起こす性行
動であるマウントを頻繁に雄マウスに対して起こした。 
以上の結果より、雄マウスのCALB-BNSTの CBニューロンには、発情雌マウスに対する性
行動を抑制的に調節する働きがあり、テリトリーに侵入した雄マウスに対して攻撃性を維持す
るため誤った性行動を抑制する働きがあると考えられた。 
 
（３）雄マウスのCALB-SDNに存在するCBニューロンの機能解析 
VTAに投射するCBニューロンの活性を阻害した雄マウスは発情雌マウスに対してマウント

図１ Calb neurons in the CALB-SDN activate during sexual behavior 
in male mice. Representative photomicrographs of the SDN in Calb 
(blue gray)- and c-Fos (brown)-immunostained brain sections from 
males with or without sexual behavior (A) and aggressive behavior (D) 
and females with or without sexual behavior (G) and maternal behavior 
(J). Scale bars, 100 µm. The number of c-Fos+/Calb+ cells (B, E, H and 
K) and c-Fos+/Calb- cells (C, F, I, and L) in the SDN of males displaying 
sexual behavior (B and C) and aggressive behavior (E and F), and of 
females displaying sexual behavior (H and I) and maternal behavior (K 
and L). Data are presented as the mean ± standard error of the mean. 
Black dots represent individual data points. *, p < 0.05; **, p < 0.01. 



を示し、マウントの出現率と回数は対照群のそれと同程度であった。しかし、イントロミッショ
ンと射精の出現率と回数は、CB ニューロンの活性阻害により有意に低下した。CB ニューロン
を活性させた雄マウスにおけるマウント、イントロミッションおよび射精の出現率は、対照群に
比べて有意に低下した。 
以上の結果から、VTAに投射するCBニューロンは、雄マウスの性的動機づけを調節するこ
とで、性行動の発現に影響を及ぼすと考えられた。しかし、性行動の制御におけるCBニューロ
ンの役割には不明な点があり、詳細な解析が必要である。 
 
（４）CALB-SDNに存在する雄特異的CBニューロンの出現におけるテストステロンの役割 
解析の結果、CALB-SDN から VTA
に投射するCBニューロンの出現には、
新生仔期と思春期の両方で作用するテ
ストステロンが必要であることがわか
った（図２）。新生仔期と思春期のどちら
か一方でもテストステロンが作用しな
かったマウスでは、VTA 投射 CB ニュ
ーロンが観察されなかった。以上の結果
から、CALB-SDN に存在する雄特異的
CB ニューロンの出現には、新生仔期と
思春期に作用するテストステロンが不
可欠であることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図２ The roles of androgens in the emergence 
of Calb neurons projecting from the MPOA to 
the VTA. Schematic illustration shows the 
hormonal manipulations of the experimental 
groups (A). Representative photomicrographs 
of the SDN in Calb-immunostained brain 
sections from males with AAVretro-CAG-DIO-
tdTomato-WPRE-SV40pA and AAV2-hSyn-
EGFP-WPRE-bGHpA injected into the VTA 
(B). The number of CalbVTA neurons 
(Calb+/dTomato+ cells) (C) and CalbnonVTA 
neurons (Calb+/dTomato- cells) (D) in the male 
SDN. Representative photomicrographs of the 
SDN in Calb-immunostained brain sections 
from females with the AAV vectors injected into 
the VTA (E). The number of CalbVTA neurons 
(F) and CalbnonVTA neurons (G) in the female 
SDN. Data are presented as the mean ± standard 
error of the mean. Black dots represent 
individual data points. Values with different 
characters are significantly (p < 0.05) different 
from each other. Scale bars, 50 µm. 
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Immunocytochemistry: A method for purity assessment of primarily cultured cells

塚原伸治

Mohd Jais. NA, Win-Shwe.TT, Maekawa F, Firdous J, Muhamad. N, Tsukahara. S, Htike, NTT

マウスにおける脳の性差を構築する血管作動性腸管ペプチド産生ニューロンの組織学的解析
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 １．発表者名

内側視索前野の性的二型性を確立するニューロンの形態学的特性、生理機能および性差構築機構の解析

A male-specific neuronal projection from the medial preoptic area to the ventral tegmental area is involved in the control
of male sexual behavior in mice

マウスの分界条床核に投射する血管作動性腸管ペプチドニューロンの性差

ラットの脳の性分化に対する成育環境の影響
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 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

A histological study of vasoactive intestinal peptide neurons establishing sexually dimorphisms in the bed nucleus of the
stria terminalis in mice

Effects of growth environment on sexual activity in transsexual female rats

Role of calbindin neurons establishing sexually dimorphism of the medial preoptic area in the control of male sexual
behavior

形態学的な性差と領域特性を示すGABA作動性カルビンディンニューロンの生理機能の探索

 １．発表者名
三塚萌理、森下雅大、小野浩太、塚原伸治
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International Workshop on “Emergence of Life-Nano-Bio Science”（国際学会）
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 ３．学会等名
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 ４．発表年
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Male-specific neurons contributing to male sexual function

Morphology and physiological function of calbindin neuronsin the bed nucleus of the stria terminalis of mice
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森下雅大、三塚萌理、恒岡洋右、塚原伸治
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