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研究成果の概要（和文）：脳の性分化の分子機構を明らかにする目的で、SF-1ノックアウトマウスの脳の性分化を調べ
た。生後の各段階での脳の性分化マーカーの発現を免疫組織化学法により野生型とノックアウトで比較した。SF-1ノッ
クアウトマウスは雌雄ともに、マーカー陽性細胞数および陽性細胞の分布パターンが野生型のメスと類似していた。こ
の結果は、周生期の生殖腺からの性ホルモンが脳の雄化に働くという従来の仮説を支持するものであった。

研究成果の概要（英文）：To study the molecular mechanisms of brain sex differentiation, we analyzed the 
expression of several markers in the SF-1 knockout (KO) mice using immunohistochemistry. The localization 
and the positive cell number for these markers of SF-1 KO male and female mice were similar to those of 
WT females, indicating that the two brain regions of SF-1 KO male mice are feminized. The results support 
the idea that perinatal gonadal hormones are required for masculinization of the brain.

研究分野： 医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) NR5A1(略称 SF-1、或は Ad4BP)  
申請者らは、ステロイドホルモン合成系の転
写 制 御 因 子 と し て 働 く 核 内 受 容 体 
NR5A1(略称 SF-1、或は Ad4BP) の役割に
ついて研究している。マウスでの発現解析お
よび SF-1 遺伝子破壊マウスの研究により、
SF-1 が内分泌・生殖系の発生と性分化に重要
であることを示唆している。SF-1 は、生殖腺
の発生と分化において、Sry の発現と性ホル
モン合成に関与するが、脳の性分化とどう関
わるのかは明らかでない。 
(2)脳の性分化 
脳の性分化は、性決定因子 Sry と性ホルモ
ンの影響 を受けると考えられている。従来、
脳の性分化の研究方法としてはホルモン暴
露実験が行われてきたが、この方法では生殖
腺の影響を除くための前処置として出生後
に生殖腺除去手術を行う必要があり、胎生期
の精巣からのホルモンの影響は排除できな
いという点に問題がある。 
(3)本研究の発想 
そこで、生殖腺をもたない SF-1KO マウスを
ホルモン暴露実験に用いることにより上述
の問題を克服できるという点で、本研究は脳
の性分化の研究において画期的な方法であ
ると考える。上述の脳の性分化機構の仮説を
検証する方法として SF-1KO マウスを利用
するという本研究の発想に至った。 
 
２．研究の目的 
オリジナル SF-1KO マウスをホルモン補填
と副腎移植によりレスキューし、(1)神経核の
構造、(2)遺伝子発現、(3)アポトーシス、(4)
エピジネティック変化、(5)性行動、の 5 点を
指標として、脳の性分化を解析し、Sry 遺伝
子型、性ホルモンとの関連を明らかにするこ
とにより、脳の性分化の分子機構解明を目指
す。本研究は、我々が行なっている一連の
“SF-1 の役割に関する研究”において、哺
乳類の“生殖腺の発生・性分化の機構”に重
要な因子である SF-1 が、 “脳の性分化の
分子機構”にどう関わるかに着目している点
に特色があり、その役割を明らかにできる、
という点に意義がある。また、哺乳類の脳の
性分化に関与すると考えられている 2つの要
素、即ち性決定遺伝子 Sry と 性ホルモン、
の作用について検証することにより、分子機
構解明を目指す。したがって、当該分野にお
いては、“遺伝的制御、内分泌制御の両側面
から性差の分子基盤を探る研究”としての特
色をもち、研究推進に貢献できる。臨床医学
においては、性同一性障害は、身体、脳、心
の性の不一致を症状とするものであり、社会
的にも関心の高い疾病である。本研究の成果
は、このような疾病の原因解明を目指す基礎
研究の成果として貢献できる。 
 
３．研究の方法 
本研究では、申請者らの作製したオリジナル 

SF-1KO マウスを用いて、 
(1) Sry による遺伝子型 
(2) 胎児期の性ホルモンについて、脳の性分
化への影響 
(3) 生後思春期前の性ホルモンについて、脳
の性分化への影響 
という３つの条件が嚢の性分化に及ぼす影
響を 1 神経核の構造、2 遺伝子発現、3 アポ
トーシス、4 エピジネティック変化、5 性行
動、という５つの観点から解析を行い、脳の
性分化の分子機構解明を目指す。 
 
本研究において、SF-1KO マウスをホルモン
暴露実験に利用するという研究方法は独創
的で、生殖腺除去を必要とする従来の方法よ
り優れている。 
 
４．研究成果 
(1)オリジナル SF-1KO マウスの神経核の性
差の解析  
性ホルモンと脳の性分化に関する仮説を検
証する目的で、SF-1 ノックアウトマウスの脳
を調べた。生後７日、14 日、21 日の各生後
発達段階で、脳の性差の起こる領域 POA にお
け る 性 分 化 マ ー カ ー ER α 、 ER β 、
progesterone receptor 、kisspeptin の発現
を免疫組織化学法により調べた。その結果、
雌雄の SF-1 ノックアウトマウスの脳ではい
ずれのマーカー因子の発現も正常の雌と同
様の発現パターンを示したことから、POA 領
域は雌化していることが示唆された。さらに、
脳の性分化の臨界期に相当する出生前後の
時 期 に 合 成 エ ス ト ロ ゲ ン
diethylstilbestrol を投与する実験を行う
と、これら性分化マーカーの発現に変化が認
められたが、投与時期、雌雄、脳の部位、各
因子により結果が異なっていた。 
 
(2) 出生直後の性ホルモンは脳を雄化する
か? および (3) 思春期前の性ホルモンは、
脳を雌化するか? の 2点を検証するために、
合成エストロゲン(DES)暴露実験を行った。 
 
① ERα：生後 14 日、21 日に雌では雄より

発現細胞の数が多いという明瞭な雌雄差
が認められた。SF-1KO は雌型の発現を示
したが、DES を投与すると雄型の発現を
示した（図 1）。 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
図 1. 生後 14日の AVPV における ERαの発現 
 
② ERβ：生後 0 日、7 日に雄では雌より発



現細胞の数が多いという明瞭な雌雄差が
認められた。SF-1KO の雄は雌型の発現を
示したが、SF-1KO の雌には雌型を示さな
い場合が見られた。DES を投与すると雄
型の発現を示した（図 2）。 
 

 
 
 
 
 
 
図 2. 生後 14日の MPOA における ERβの発現 
 
③ progesterone receptor(PR)：生後 0 日、

7 日に雄では雌より発現細胞の数が多い
という明瞭な雌雄差が認められた。
SF-1KO は雌型の発現を示したが、DES を
投与すると雄型の発現を示した（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3. 生後 7日の AVPV における PR の発現 
 

④ kisspeptin：AvPv において、生後 14日、
21日に雌では雄より発現細胞の数が多い
という明瞭な雌雄差が認められ、SF-1KO
は雌型の発現を示した。DES を投与する
と生後 14 日には雄型の発現を示したが、
生後 21 日には雄型を示した。ARC では、
生後 7 日にのみ雌では雄より発現細胞の
数が多いという明瞭な雌雄差が認められ、
SF-1KO は雌型の発現を示した（図 4）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 生後 21日の AVPV における kisspeptin
の発現 
 
研究当初は、ノックアウトマウスの作製、維
持は順調で、免疫組織化学法による解析、お
よびホルモン暴露実験とその解析も順調に
進んでいた。しかし、平成 25 年度以降オリ

ジナル SF-1KO マウスが出生直後に死んで
しまい、生後の副腎皮質ホルモン補填による
レスキューができない状況が生じており、脳
のサンプルが得られず研究計画が研究通り
に進まないという状況となった。このため、
当初の実験計画であったアポトーシスの解
析、エピジェネティックな変化については研
究計画期限内では行うことができなかった。
しかし、免疫組織化学法による解析過程で、
キスペプチンが下垂体で発現することを発
見し、これについて解析を進め、非常に興味
深い結果を得た。 
 
(3) kisspeptinの下垂体における発現解析結
果 
kisspeptin の C 端を認識する抗体 Kp10
を用いて免疫組織化学法により調べた。
Kp10 陽性細胞は、胎生 13 からおとなに至
るすべての発生段階で前葉の限局した部位
に認められた（図 5, 図 6）。下垂体前葉の各
細胞マーカーとの二重染色により、胎生期
下垂体のゴナドトロフ前駆細胞に発現が認
められたが、分化したゴナドトロフには認
められなかった。また、kisspeptin をコー
ドしている Kiss1 遺伝子の mRNA の発現を
RT-PCR により認めた（図 7）。 
Kisspepsin のはたらきとしてこれまでは脳
における生殖機能成熟のゲートキーパーと
して報告されている。本研究結果から、下垂
体に発現する kisspeptin がゴナドトロフの
分化に関連した役割をもつ可能性が示唆さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
図5. 胎生期下垂体におけるkisspeptinの発
現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図6. 生後下垂体におけるkisspeptinの発現 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
図 7.下垂体における Kiss1 mRNA の発現 
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