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研究成果の概要（和文）： 
 
成獣ラットの脳の海馬において、女性ホルモンや男性ホルモンのみならず、コルチコステロ

ン（ストレスステロイド）も独自に合成されることを発見した。 質量分析で測定した女性・

男性ホルモンは、海馬の方が血中の濃度よりかなり高かったので、海馬の女性ホルモンと男性

ホルモンの方が、神経シナプスに及ぼす影響は大きいことが推測できた。海馬コルチコステロ

ンは副腎の影響を排除するため副腎摘出ラットで測定した。 海馬の神経シナプスをこれら性

ステロイドやコルチコステロンがモジュレ－ションする様子を神経スパイン可視化解析と電気

生理で解析した。1－10 nM の女性ホルモンや男性ホルモンは、双方ともに２時間で急性的に

スパインを増加させることを見出した。この現象がシナプスに存在する受容体 ERαや AR を介

して、MAPK, PKA, PKC などの蛋白キナーゼ系を駆動して起こること、を発見した。コルチ

コステロンは１時間程度でシナプスの長期増強を抑制するが、1 nM の女性ホルモンがこの抑

制を無くして正常状態に戻す力を持つことを発見した。シナプスに存在する受容体 GR や ERα

を介して MAPK などが働いていることがわかった。 以上の結果を総合すると、脳海馬にお

いて女性ホルモン・男性ホルモンやストレスステロイドが合成され、これらが ERαや GR など

の受容体を介して蛋白キナーゼ系を駆動し急性的に神経シナプス可塑性を制御することがわか

った。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We have demonstrated (1) hippocampal synthesis of estrogen, androgen, corticosterone, and (2) 
rapid synaptic modulation by these brain steroids.  <Synthesis>  We showed expression as well 
as neuronal/synaptic localization of essential enzymes (mRNA and protein) in the adult male rat 
hippocampus. Mass-spectrometric analysis demonstrated that exact levels of estradiol (E2), 
testosterone (T), dihydrotestosterone (DHT) were 8 nM, 18 nM and 7 nM, respectively, which were 
much higher than their levels in plasma. Male hippocampal levels of E2, and T were higher than 
those of female. Corticosterone level was 7 nM which was determined in the hippocampus of 
adrenalectomized rats. <Synaptic Modulation>  Estradiol (E2)-induced rapid modulation (within 2 
h) was demonstrated by analysis of spinogenesis and long-term potentiation (LTP) of adult male rat 
hippocampal slices. LTP analysis showed that 1 nM estradiol perfusion completely rescued the 1 
µM corticosterone-induced suppression of LTP. Synaptically localized ERα and GR are involved in 
these rapid effects.  Analysis of dendritic spines was performed for single pyramidal neurons in 
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the hippocampal slices. The density of spines and their head diameters were obtained by 
mathematical and automated software Spiso-3D which identifies spines by calculating geometrical 
parameters. E2 at 1 nM rapidly increased the density of spines via pathways of synaptic 
ERα→PKA and PKC→ MAPK→ actin polymerization→ new spine. Both T and DHT also 
increased the density of spines. MAPK, PKA and PKC were also involved in these spinogenesis 
processes.   
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１．研究開始当初の背景 
これまでの神経内分泌学は伝統的に「視床

下部→脳下垂体→性腺＋副腎」軸で全てを説
明しようとしてきた。内分泌器官から血液に
乗って性ホルモン・ストレスホルモンが脳に
到達し、神経作用を示す機構が信じられてき
た。ところが、2002 年から 2008 年までの一
連の川戸研の先行研究により、この常識が覆
されて、海馬などの高次脳機能を司る部位が
自分自身で脳ステロイドホルモンを合成し
働いていることがわかってきた。 
 
２．研究の目的 
海馬が合成する男性・女性ステロイドホル

モンを質量分析で定量的に解析し、血流から
流入する性ステロイドと比較して、どちらが
濃度が高いかを判定する。海馬がコルチコス
テロン（ストレスホルモン）も合成すること
を見出す。 男性・女性ステロイドホルモン
が海馬の神経シナプスに急性的に作用する
分子機序を解析する。特にスパイン（＝シナ
プス後部）の増減を制御する様子や、神経伝
達効率を変動させる様子を解析する。 

 
３．研究の方法 
海馬内のステロイド濃度を質量分析法で

調べる。 脳スライスの単一神経に蛍光色素
インジェクションを行って共焦点像を解析
して神経スパイン（シナプス後細胞）の密度
や形態を解析する。 多電極電気生理による
長期抑圧と長期増強の測定を行い、神経伝達

効率を調べる。主に雄のラットを用いる。 
 
４．研究成果 
 
（作用研究１：女性ホルモンによるスパイン
の増減）１個の神経にも数万個以上のスパイ
ンが存在するので、スパイン画像の２次微分
係数を用いたアルゴリズムを使用した、世界
的に全く新しい数理自動解析プログラム
Spiso-3D を開発し、スパインの大量解析を行
った (Mukai et al., 2011, cerebral Cortex)。1 nM 
エストラジオール（女性ホルモン）を海馬
CA1, DG 領域に 2 時間作用させると、急性的
に神経スパインが増加した。 small-head 
(0.2-0.4μm) ,middle-head (0.4-0.5 μm), 
large-head (0.5-1.0 μm) と分類すると、特に
small-head スパインが増加した。選択的阻害
剤を用いることで、スパイン増加が MAPK, 
PKA, PKC, PI3K 系で駆動されているという、
信号伝達系もわかった。 このスパイン増加
作用は、エストラジオール補充療法による
Alzheimer 型認知症（神経シナプスの減少）
の改善機構の分子論的な根拠を与えるもの
である。エストラジオールは脳由来の神経ス
パインの成長因子であることがわかった。                                                        
                                                                                                                                                                                                                                                         
（作用研究２：男性ホルモンによるスパイン
の増減）男性ホルモンであるテストステロン
とジヒドロテストステロン(DHT) 10nM を海
馬 CA1, CA3 領域に 2 時間作用させると、急
性的に神経スパインが増加した。DHT は



large-head スパインを増加させたが、 テス
トステロンは small-head スパインを増加さ
せた。このように同じ男性ホルモンでも、作
用に差があることを発見した。選択的阻害剤
を用いることで、スパイン増加が MAPK, 
PKA, PKC 系で駆動されているという、信号
伝達系もわかった。 男性ホルモンは脳由来
の神経スパインの成長因子であることがわ
かった。 
                                                                                                                                                                                                                                                                
（作用研究３：ストレスホルモンによるスパ
インの増減） コルチコステロン 10, 100, 200, 
500, 1000 nM を海馬 CA1 領域に１時間作用
させると、急性的に神経スパインが増加した。
濃度が低い 10, 100, 200 nM では small-head, 
middle-head スパインを増加させた。濃度の
高い 500, 1000nM では large-head スパインを
増加させた。 このように同じコルチコステ
ロンでも、濃度依存的に作用に差があること
を発見した。 更に、このスパイン増加作用
は、選択的阻害剤を用いることで、スパイン
増加が MAPK, PKA, PKC 系で駆動されてい
るという、信号伝達系もわかった。ストレス
とは呼べない非常に濃度の低い 10, 100nM
でコルチコステロンの作用を見つけられた
のは、Spiso-3D による、スパイン頭部直径の
分布の詳細解析のおかげである。 
 
（作用研究４：コルチコステロンによるシナ
プス伝達抑制をエストラジオールが救う）コ
ルチコステロンは１時間程度でシナプスの
長期増強 LTP を抑制するが、1 nM の女性ホ
ルモンがこの抑制を無くして正常状態に戻
してしまうことを発見した。シナプスに存在
する受容体 GR や ERαを介した MAPK など
が関与していることもわかった。この作用は
古典的グルココルチコイド受容体（GR）アン
タゴニスト RU486 によって阻害されたこと
から、GR を介したものである。さらに、こ
の CORT によって抑制された LTP は、エスト
ラジオールを同時投与することによって回
復した。エストラジオールの作用は MAPK 経
路を介していることも阻害剤を添加するこ
とでわかった。これ等の早い作用を行うのは、
シナプスに局在する GR や ERα であること
を、電子顕微鏡による金抗体染色で見出した。 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      
（合成研究１：性ステロイド） 海馬のグル
タミン酸神経には、性ステロイド合成系とし
て、コレステロール →プレグネノロン
→DHEA→テストステロン→DHT、及び テス
トステロン→エストラジオールを合成する
酵素があることを、これまでの抗体染色と
mRNA 解析で明らかにしてきた。今回は、
picolinoyl 誘導体化を用いた、高感度の質量分
析法を開発し、テストステロン(T), DHT, エ
ストラジオール(E2) の濃度を、雄の海馬内と

血中で比較した。この３種類の性ステロイド
全てにおいて、海馬内濃度(T=18 nM,DHT= 7 
nM, E2=8 nM)が血中濃度より高いことを見
出した。これは、血中からの性ホルモンより
も海馬が作る性ホルモンの方が、神経活動を
制御する主役であることを意味するもので
ある。  雄の海馬内のエストラジオールは
雌より７倍も多く、神経シナプス可塑性に大
きな作用を及ぼしている。 
 
（合成研究２：コルチコステロン） 過去２
０年以上誰も成功しなかったが、我々の努力
で、コルチコステロンも（副腎皮質とは独立
に）海馬のグルタミン酸神経が合成する、こ
とを証明できた。副腎皮質を摘出したラット
の海馬で、質量分析により、約 10 nM のコ
ルチコステロンが存在することを発見した
のである。また代謝実験で、「プレグネノロ
ン→プロゲステロン→デオキシコルチコス
テロン(DOC)→コルチコステロン(CORT)経
路」での合成を見出した。mRNA 解析と抗体
染色を用いて、合成酵素「3β-HSD,P450(C21) , 
P450(2D4), P450(11β)」が海馬神経に存在する
ことを見出した。特に世界的に脳には絶対存
在しないと言われてきた P450(C21) （DOC
合成酵素）が神経に極少量存在することを、
プライマーの設計を改善することで、発見し
た。高感度の免疫抗体電子顕微鏡でも
P450(C21)がシナプスやミクロソームにある
ことを同定した。CORT 合成酵素の P450(11β)
もグルタミン酸神経のシナプスやミクロソ
ームにあることを発見した。 
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