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研究成果の概要（和文）：記憶・学習中枢である海馬の性差解明を目的とし、雌は性周期毎に解

析した。(1) 海馬内の性ステロイド濃度には明確な性差があった。海馬の女性ホルモンは、雄

が、性周期変動をする雌より高かった。海馬の男性ホルモンも雄の濃度が高かった。しかし、

雌で性周期変動をしなかった。(2) 性ステロイド合成酵素と受容体の mRNA 発現は、驚くべき

ことに性差も性周期に伴う変動も見られなかった。(3) 雌海馬神経スパインは性周期に伴って

変動した。スパイン密度の変動は Pro→Est↓→D1↑→D2↓→Pro↑のように増大・減尐を繰

り返し、性差が存在した。雌では海馬内性ステロイドとスパイン密度の変動が一致していた。 

 
研究成果の概要（英文）：The goal of the current study is elucidation of sex difference in the 

hippocampus, a center for learning and memory. (1) Concentration of sex hormones in the 

hippocampus exhibited clear sex difference. Hippocampal concentration of estradiol (E2), 

the most potent estrogen, was higher in male than that in female. Hippocampal E2 

fluctuated across the estrous cycle. The concentration of hippocampal testosterone (T) was 

higher in male than female, which did not fluctuate. (2) Surprisingly, the expression level of 

the steroidogenic enzymes and receptors in the hippocampus exhibited neither sex 

difference nor fluctuation across the estrous cycle.  

(3) The density of dendritic spines in female hippocampus fluctuated across the estrous 

cycle. The total spine density showed the maximum at Pro and D1, and the minimum at 

Est and D2 whereas the total spine density in male was as high as that in female at Pro or 

D1. The fluctuating pattern of spine density corresponded to that of hippocampal 

concentration of sex steroids. Taken together, there is clear sex difference in the 

hippocampus-synthesized sex hormones which play a crucial role in regulating the density 

of dendritic spines  
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１．研究開始当初の背景 

従来、神経の数に明確な性差がある生殖中
枢（視床下部）と異なり、記憶中枢の海馬な
ど脳の高次脳機能にはほとんど性差がない
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といわれている。しかし、空間学習では♂の
方が♀より成績が良い・シナプス長期増強は
♂の方が♀より大きいなどの海馬機能の性
差は報告されている。しかしこの差が何に起
因しているのかは説明できない、というのが
世界の常識である。 

これまでの定説では、血中の男性・女性ホ
ルモンの性差が原因だとしていた。男性・女
性ホルモンは、記憶学習の中枢である海馬に
強く作用することが知られているが、これら
の性ホルモンは精巣･卵巣で合成され血流に
乗って脳に運ばれ作用するものが全てだと
信じられてきた。 

一方、我々は脳でも性ホルモンが合成され
るべきであると信じて、2000 年以降の一連
の研究で、♂成獣(3 ヶ月齢)で性ホルモンの
海馬内での合成をついに証明した。海馬神経
系自身がコレステロールから、男性ホルモン
であるテストステロン(T)とジヒドロテスト
ステロン(DHT)を、女性ホルモンであるプロ
ゲステロン(PROG)やエストラジオール(E2)

を合成していた(Hojo et al., 2004, PNAS）。
更に海馬の方が血中より性ホルモン濃度が
ずっと高いことも見出し(Hojo et al., 2009, 

Endocrinology)、これは海馬の性ホルモンこ
そが主役であることを示している。 

この雄で得られた結果から、海馬の性差の
原因は、血中のホルモンよりも、むしろ、海
馬自身が合成する性ホルモンにあると予想
される。しかし、脳内のホルモン濃度を精度
よく決定できる技術がこれまでなかったた
めに、この重要な問題の研究が進んでこなか
った。 

 

２．研究の目的 

本研究では♀海馬での性ホルモン合成を
明らかにする。♀は Proestrus(卵胞期 )→ 

Estrus(排卵期 )→ Diestrus1(黄体期 1)→ 

Diestrus2(黄体期 2)の順に四日の性周期をも
ち、血中の性ホルモンもこれに伴い変動する。
本研究では♀の海馬で、体の性周期に対応し
て、女性ホルモン PROG, E2,E1（E1=エス
トロン）と男性ホルモン T が変動するかどう
か 解 析 す る 。 性 ホ ル モ ン 合 成 酵 素 

[P450(17α), 17β-HSD, 3β-HSD, P450arom]

の mRNA 発現量が性周期に対応して変動す
るかどうかも解析する。女性ホルモン受容体
[ERα(E2 受 容 体 ), ERβ(E2 受 容 体 ), 

PR(PROG 受容体)]や男性ホルモン受容体
AR の mRNA 発現量の変動も解析する。 こ
れらの測定から、もし♀海馬に性周期のよう
な変動があるとすれば、これは♂とは決定的
に異なることの証拠になる。もちろん♂♀の
海馬での性ホルモン濃度や mRNA 発現量の
比較も行う。これ等のことから、♂♀の海馬
の性差を決定する要因は何かを導き出す。 

 

３．研究の方法 

雌ラットは膣スメア法により性周期を判
定して、４つの性周期ステージに分けて実験
し、性周期変動があるか否か、性差はあるか
否かを以下の項目について解析した。また、
卵巣摘出（OVX）を行い、血中からの性ホル
モンの寄与をなくした場合の解析も行った。 

(1) 海馬の性ホルモン濃度の定量：あすか
製薬メディカル社本間取締役グループとの
共同研究で５年間かかって確立した超高感
度で厳密な分析システムを用いて、「C18 カ
ラムによる粗生成→順相 HPLC 精製→ピコ
リノイル誘導体化→逆相 HPLC 分離と
MS/MS 質量分析」を行って、海馬の
E2,PROG,E1,T を測定した。 

(2) 海馬組織から mRNA を抽出し、
RT-PCR 法を用いて、性ホルモン合成酵素 

[P450(17α), 17β-HSD, 3β-HSD, P450arom]、
および、女性ホルモン受容体[ERα(E2受容体), 

ERβ(E2 受容体), PR(PROG 受容体)]の発現
量の性周期変動・性差を解析した。海馬組織
に含まれるこれらの mRNA は、卵巣などの
生殖器官に比べると数百～数千分の一と微
量なため、熱力学的な計算から特異性の高い
プライマーを設計して検出に用いた。 

(3) シナプスの性差と性周期変動の解析：
各性周期ステージの雌ラットと雄ラットを
PFA で灌流固定した後、海馬スライス（400 

micro m 厚）を調製した。スライス内の単一
神経細胞にLucifer-Yellow蛍光色素のインジ
ェクションを行って樹状突起スパインを可
視化し、共焦点顕微鏡で３次元像を取得後に
解析した。この際、我々が開発した数理的ス
パイン解析プログラム Spiso-3D （ JST, 

Bioinformatics project）を使用した。これに
より、100 nm 刻みでスパインの直径の分布
を明らかにすることが可能となった。 

 

 
４．研究成果 
(1) 海馬の性ホルモンの性差と性周期変動： 

(A) PROG：海馬の PROG は、雄（14 nM）
に対して、雌（40－90 nM）と雌のほうが高
かった。性周期に伴う変動も示し、D1 で最
大値を取り、Pro で小さなピークがある。こ
の変動パターンは血中とほぼ同じであった。
PROG では、海馬は血中のほぼ 2 倍の濃度で
あり、「海馬の PROG = 性周期変動する血中
PROG + 海馬自身で合成する PROG（ほぼ
一定）」と表せる。OVX により 25 nM まで
低下した。  

(B) E2, E1：女性ホルモン E2 は、雄（8.4 

nM）が雌（0.5－4.3 nM）より高かった。雌
の海馬では、E2 は Pro で最大値 4.3 nM 、
D1 で最低値 0.5 nM であった。E2 の前駆体
E1 は Pro で最大値 0.45 nM 、Est と D1 で
最低値 0.05nM であった。雄では E1 はほと



 

 

んど存在しない。E2 と E1 の変動は血中の変
動パターンと似ているが、海馬の濃度が圧倒
的に高かった(E2 は血中の 40―100 倍)ので、
E2 は海馬で合成されて性周期変動を起こし
ている。OVX により、海馬 E2, E1 はそれぞ
れ、0.7 nM, 0.025 nM まで低下したが、正常
時の血中 E2 よりは高い濃度である。 

(C) T：海馬の男性ホルモン T は、雄は 17 

nM で雌は 1-2 nM であり雄の濃度が高かっ
た。T は雌で性周期変動をしなかった。 

 

(2) ステロイド合成酵素・受容体の発現解析： 

海馬の性ホルモンが明確な性差と性周期
変動を示したのに対して、性ホルモン合成酵
素  [P450(17α), 17β-HSD, 3β-HSD, 

P450arom]、および、女性ホルモン受容体
[ERα(E2 受 容 体 ), ERβ(E2 受 容 体 ), 

PR(PROG 受容体)]の発現量は、驚くべきこ
とに、性差も性周期変動も示さなかった。
OVX の影響もなかった。 

海馬のステロイド合成能は性別・性周期ス
テージに依存せず、ほぼ一定とみなせる。従
って性周期に伴う海馬 E2 の変動は、血中の
変動する PROG を基質として海馬内で生成
されたものと考えられる。 

 

(3) スパインの性差と性周期変動： 

スパイン密度の変動は Pro→Est↓→D1↑
→D2↓→Pro↑のように増大・減尐を繰り返
した。雄のスパイン密度は雌の Pro と D1 と
ほぼ同じであった。このように明確な性差が
存在した。この変動パターンは血中の E2 変
動では説明できない。第一に D1 でのスパイ
ン密度の上昇が説明できない。第二に、Pro

でのスパイン密度上昇についても、E2 がス
パインに影響を及ぼすには 1 nM 以上の濃
度が必要であることがわかっている(Mukai 

et al., 2007, J Neurochem)。ところが、血中
の E2 濃度は最大でも Pro の 0.1 nM にしか
ならない。これに対して海馬 E2 は Pro で 4.3 

nM に達し、それ以外では 1nM を下回る。ま
た、D1 では、PROG が最大となるので、海
馬の PROG がスパイン密度の上昇を引き起
こしていると考えられる。このように、雌海
馬の性ホルモンの性周期変動を用いると、海
馬スパインの性周期変動が無理なく説明で
きる。 

本研究は社会的意義も高い。更年期におい
て発生するアルツハイマー病（海馬が発症部
位）を、女性ホルモン補充療法で治すことが
できることが、世界的に２０万人以上の大規
模臨床試験で実証されてきた。この理由を究
明する為に、過去 20 年にわたり多くの基礎
研究が行われてきたが、雌海馬の生理周期な
どの状況がわかると、脳への女性ホルモン補
充の意味をはっきりと理解できるし、補充す
べき女性ホルモン濃度など、現在不明なこと

もわかるようになると期待される。 
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