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研究成果の概要（和文）：齧歯類においては，脳によって調節される様々な機能が性腺ステロイドホルモンによ
って調節され，少なくとも一部は出生時に存在する性腺ステロイドホルモンの影響下にある。そこで海馬によっ
て調節される空間学習能力の性差と神経系のつながり＝シナプスに関して,出生時の性腺ステロイドホルモンの
影響を検討した。その結果，空間学習の性差の少なくとも一部は，脳の性分化の影響であることが推測された。

研究成果の概要（英文）：In rodents, sex steroid hormones control many functions regulated by the 
central nervous system. The sex difference in the brain functions is at least in part as the result 
of steroid hormone milieu during prenatal development and immediately after birth. We examined in 
the present study whether this sex steroid hormone milieu affected the sex specific alteration of 
hippocampal neuronal function by feeding experiences. As the results, we revealed that the sex 
specific alteration by the feeding experience in spatial learning regulated by the hippocampus was 
at least in part as the result of the sex difference in steroid hormone milieu immediately after 
birth.

研究分野：生理学

キーワード： 海馬　エストロジェン　シナプス　空間学習　LTP　性分化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
実験動物のラットなどの齧歯類は，脳によって調節される機能の少なくとも一部は性腺ステロイドホルモンに強
く影響され，それは，出生時期の性腺ステロイドホルモン環境の違いによる脳の性分化の結果と考えられる。本
研究から，性特異的な飼育環境による海馬機能の変容が，一部は出生時期の性腺ステロイドホルモン環境の違い
による性分化の結果である事がわかった意義がある。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
 脳が調節する様々な機能は，齧歯類においては明確な性差が認められる。例えばゴナドトロピ
ンの調節において，雌性では性腺ステロイドホルモン，例えばエストロジェンによるネガティブ
フィードバックとポジティブフィードバックが認められるが，雄性においてはネガティブフィ
ードバックのみである。すなわち，雄性においていくらエストロジェンを投与しても，排卵を惹
起するような黄体形成ホルモンの分泌の高まり，いわゆるサージ状分泌は認められないのであ
る。これは胎生期〜出生期にかけてのアンドロジェン暴露による脳の性分化の結果と考えられ
ている。すなわち，脳が雄型に分化したあとはいくらエストロジェンを投与しても，サージ状黄
体形成ホルモン分泌は認められない。一方，齧歯類においては，様々な高次機能にも性差がある
と考えられてきた。海馬の調節する空間学習機能，例えば放射状迷路課題は雄性が雌性に優ると
考えられている。実際，放射状迷路課題の獲得には雌性の方が雄性よりも日数を要する。これは
脳の性分化の結果であろうか？それ以前に，本当にこれらの高次機能に性差があるのであろう
か？我々は，飼育環境が雌性においてのみ海馬の高次機能に影響を与えることを明らかにして
きた。逆に言えば，雌性に適した環境で飼育すれば，例えば，放射状迷路課題の性差は消失する
のである。つまり，脳の性分化や性腺ステロイドホルモンの影響を強く受けている齧歯類といえ
ども性腺ステロイドホルモンの影響を適した環境がくつがえせるかもしれないのである。特に
高次機能に関しては，興味が持たれる。本研究では，雌性にのみ認められる飼育環境の影響が生
物学的には雌性であるが脳の性分化を雄型にして，飼育環境の影響が認められるのか否かを命
題とした。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は，齧歯類において海馬の調節する高次機能に及ぼす飼育環境の影響が，脳の性
分化の影響を受けるか否か，シナプス機能レベルで行動解析および電気生理学的な検討により
明らかにすることにある。シナプス機能は，電気生理学的にパッチクランプ法をもちいて単一神
経細胞を解析し，行動学的には，受動的回避学習や空間機能をはかる Y 迷路，情動の評価とし
てオープンフィールドを解析する。 
 
３．研究の方法 
 
（1）行動解析 
①受動的回避学習 
 受動的回避学習装置は，ドアで隔たれた明るい部屋と暗い部屋の２連部屋からなり，動物を
明るい部屋におくと速やかに暗い部屋に移動する。暗い部屋に移動した時にドアをしめて床の
グリッドから電気ショック（0.8-1.6 mA，2秒）を与える。その後再び明るい部屋に入れると
受動的回避学習が成立しているので，明るい部屋に行かない。行動しないこと（明るい部屋に
行かない）により電気ショックを回避する学習海馬依存性である事がわかっている。 
②Y迷路学習 
 動物をY迷路の一つの選択肢に置き，5 分間の自発的交替行動(spontaneous alternation)を
算出する。自発的交替行動は探索行動で，自発的に異なる選択肢に入る性質を利用し，既に入
った選択肢を記憶していることにより可能となる行動で，迷路の上にテレビカメラを置き，接
続したパソコン上にデータを取り込み，自動解析する。 
③オープンフィールド 
 オープンフィールド装置の中に動物を置き，テレビカメラを接続したパソコン上にデータを
取り込む。１０分間行動を観察し，仮想的に場所を２分割し，周辺部領域と中心部領域に分け
る。それぞれの領域の滞在時間をもとめ，不安状態の高い動物は中心部領域にいかないことを
観察する。 
 
（2）電気生理学的解析 
 イソフルラン麻酔をしてから脳を摘出し，スライス切片をリニアー振動型ビブラトームで作
成する。我々が改良した２段階インキュベーション法を用いる。記録は，パッチクランプ膜電
位固定法を用いる。また，電気刺激は、シェーファー線維を刺激することにより行う。 
①AMPA/NMDA 比の解析 
 ビククリン存在下に-60 mV に膜電位を固定した時の電気刺激により電流応答（excitatory 
post synaptic current, EPSC）を記録し，また，+40 mV の EPSC を記録する。-60 mV の EPSC
（AMPA 受容体成分）を電気刺激 150 msec 後の+40 mV の EPSC（NMDA 受容体成分）で除した値を
計算する。 
②AMPA 受容体のサブユニット構成 
 ビククリンおよび APV 存在下（NMDA 受容体成分を切る）に電気刺激し，膜電位-60 mV にした
時の EPSC を+40 mV の EPSC で割った値を rectification index（RI）と定義する。通常は 1.5
〜1.6 であるが，GluR2-lacking 受容体があると，約 2.0 になる。つまり，RIがあがると
GluR2-lacking 受容体があるという，機能的な解析となる。重要なことに，GluR2-lacking 受容



体になるとカルシウム透過性が出てくる。 
③LTP の検討 
 膜電位を-60 mV に固定する。テタヌス刺激は paired 刺激で，0 mV の脱分極刺激と，3-10 Hz 
90 秒間の電気刺激を同時に行う。テタヌス刺激前に，10秒間に 1回電気刺激し，その 30回
（すなわち 5分間）の平均を 100%として，その後 1時間，10秒間に 1回電気刺激をして，経過
を観察する。 
 
（3）脳の性分化 
飼育環境として餌の形状が性特異的に海馬の担う高次機能に影響することを調べるために，
Margaret, M.M.らの方法に準じて出生直後にテストステロンプロピオネート(TP, 100 μg)を処
置して雌性ラットを雄性化する。離乳直後から，対照群としては通常の餌で飼育し，実験群は柔
らかい餌で飼育する。7-8 週の成熟に達してから実験に用いる。性腺ステロイドホルモンによる
脳の性分化が，餌の形状による高次学習機能の性差形成に関与するか検討する。 
 
４．研究成果 
 
雌性のエストロジェンは，海馬の担う空間学習機能に対して負の作用もあることを，我々は，
行動学，形態学，機能(電気生理)学の観点から明らかにしてきた。一方，餌の形状が，雌性特異
的に作用することも明らかにしてきた。具体的には，柔らかい餌で飼育すると雌性特異的に海馬
空間学習機能を向上させることが明らかになってきた。2017 年度からの 3 年間で，この雌性特
異的な作用について脳の性分化の影響を検討することを目的とした。2017 年度は，これまでに
やり残した海馬 LTP 実験と，新たな AMPA/NMDA 比の実験を中心に進めた。海馬学習脳を飽和させ
るために 2種類の異なった海馬空間学習を負荷して，海馬機能を評価した。次の 2018-2019 年度

の 2年間で，これらの雌性特異的に海馬空間学習機能を変える神
経細胞の機能について脳の性分化の影響を検討した。Y 迷路実験
は 3つの通路からなり、一つの選択肢にラットを置き、自由に通
路を探索させ， 5 分間の自発的交替行動 (spontaneous 
alternation)を算出した。図 1に示したように生物学的には雌性
であるがテストステロン処置により脳を雄性化しても粉餌とい
う飼育環境は，Y 迷路で評価した海馬空間学習機能を向上させる
ことが明らかとなった（＃＝0.028，n=10-11）。オープンフィール
ドで情動機能を評価した場合，飼育環境による差はなかった
（data not shown）。このことは，飼育環境による海馬空間学習機
能向上作用は，脳の性分化の影響を受けず,生物学的な性に依存す
ることが示唆された。一方，受動的回避学習は，暗い部屋に移動し
た時にドアを閉めて床のグリッドから電気ショック(0.8 mA、2 
秒)を与え，30 分後に再び明るい部屋に入れ，暗い部屋に移動する
までの時間を計測することにより行った。図 2 に示したように
（ns=0.067, n=40-46）,テストステロン処置により脳を雄性化す
ると粉餌飼育環境は，もはや海馬空間学習機能に影響を与えない
ことが示唆された。粉餌飼育の方が暗い箱に入る潜時が短い，すな
わち，記憶の保持能力が低い傾向にあったが，有意ではなかった。
このことは解釈が難しいが，脳の性分化によって脳を雄型にした
場合，通常の雄性ラットト同様に，飼育環境の影響を受けないと推
測される。 
海馬神経細胞の電気生理学的な検討は，例えば Rectification 
index (RI)の測定等、スライス切片をホールセルモードのパッチ
クランプ膜電位固定法を行った。シェーファー線維を刺激し、記録
は海馬 CA1 から行った。膜電位-60 mV にした時の EPSC を+40 mV
の EPSC で割った値、RI は、図 3に示したように，テストステロン
処置により脳を雄性化したラットでは柔らかい餌で飼育した群が
高い傾向を示したが有意ではなかった（ns=0.086, n=20-26）。す

なわち，飼育環境による性特異的な海馬神経細胞の機能に有意には影響しなかったことになる。
Long-term Potentiation(LTP)や AMPA/NMDA 比の実験では，テストステロン処置により脳を雄性
化しても，もはや海馬神経細胞の機能には飼育環境による性特異的な影響は観察されなかった
（data not shown）。 
 以上から，これまで明らかにした性特異的な海馬神経細胞の機能の向上は，一定はしないが，
脳を雄性化した場合，少なくとも一部は失われることが明らかとなった。逆に言えば，性特異的
な海馬神経細胞の機能の向上は，少なくとも一部は脳の性分化の影響であることが推測された。 
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図2　 受動的回避学習
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骨格筋再生過程におけるTRPV1の役割
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Egr3はNF-kB経路を介して筋芽細胞の増殖を制御する

Sex specific changes in mEPSC of CRH neurons in the lateral BST in CRF-Venus ΔNeo mice in association with formalin test
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