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研究成果の概要（和文）：脳の性差を探るためGABAに焦点を当て、行動解析、シナプス解析、および関連タンパ
クの発現解析を行った。野生型の雌雄差行動解析では、新規環境下における活動量は雄雌とも時間経過とともに
活動量は減少する傾向がみられたが、雄と比較してOVXマウスは活動量の減少が緩やかで、雄より行動量は高か
った。PRIP-1 KOでは雌は野生型とKOで差はみられなかったが、雄はOVXマウスが雌に近く時間経過に伴う活動量
低下が少なかった。
GABAネットワークの違いを調べるため、扁桃体のGABAシナプス周囲の受容体サブユニット発現解析をシナプス
部、周囲、前シナプス部に分けてウエスタンブロッティング法を行うことに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on GABAergic system to investigate the sex 
differences of the brain, using the behavior analysis, electrophysiology analysis and expression 
analysis of the GABAA receptor. The ovariectomized (OVX) wild type (WT) mice were more active than 
male mice in the open field test with a time course. The male PRIP-1 KO mice were more active than 
WT mice as the female mice. 
To investigate the function of synaptic and extrasynaptic GABAA receptors, we utilized a subcelullar
 fractionation approach coupled with detergent extraction to prepare synaptic and extrasynaptic 
GABAA receptors from amygdala. The Pre-Post-Extra-synaptic membrane were prepared using a modified 
version of a previously method (Goebel-Goody et al, 2009, Garc&atilde;o et al, 2014). This modified 
method makes us possible to extract protein from small amount of tissue (about 15-20 μg of protein 
of pre-synaptic membrane from 20 mg tissue). 
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１．研究開始当初の背景 
（１）脳の性差：これまで脳の雌雄差研究は
様々な方法で行われているがその一方、多く
の生理・薬理学実験が性周期によるホルモン
変動の少ない雄を用いて行われてきた。不安
障害である月経前症候群をみても心の状態
(脳の活動)に性ホルモン変動の影響が関係
していることは容易に想像でき、雌雄差、ホ
ルモン変動を考慮した研究は必須である。特
に脳内で主要な抑制性伝達物質 GABA は発達
に伴い作用が逆転することが近年示されて
いるが、GABA はベンゾジアゼピンをはじめと
する多くの薬物のターゲットとして用いら
れており、GABAA受容体を介する作用の雌雄差
研究は今後のトピックとなりうる。 
（２）発達期の特殊な抑制メカニズム：脳に
おける主要な抑制性神経伝達物質 GABA は、
成熟期ではGABAA受容体を介してCl-流入によ
り神経細胞の膜電位を過分極させ神経伝達
を抑制する。ところが、発達初期や神経障害
時には Cl-流出により膜電位を脱分極させて
興奮性に作用し、細胞内 Ca2+を増加させ神経
細胞への分化、移動、シナプス形成・強化に
関与する。 
（３）新しい概念のシナプス伝達：申請者は
新しいタイフﾟの GABA 伝達“トニック抑制”
にも着目し大脳皮質におけるトニック GABA
抑制の層による違いを証明した他、分子生物
学的解析を合わせてそのメカニズムを証明
した。 
 
２．研究の目的 
前述のとおり脳内の主要な抑制性伝達物質で
ある GABA は、発達初期や神経障害時には神経
細胞への分化、移動、シナプス形成・強化に
関与する。一方、発達後の GABA 伝達は通常の
シナプス伝達の他に持続的に微量の抑制を生
じるトニック伝達も生じており細胞の活性を
長時間ゆるやかにコントロールできるものと
して注目されている。これら GABA の作用は発
達期および二次性徴発現後、性ホルモンによ
り大きく影響を受ける。そこで本研究課題で
は情動の中枢である扁桃体および前頭前野皮
質を用い、１）周生期における GABA 作用逆転
機構と性差の分子機構の解明、２）二次性徴
発現後の GABA 作用とステロイドホルモンの
修飾機構の解明を目的とし２つの神経ネット
ワークの構築期に焦点をあて発達期の GABA
応答と性差についてシナプスレベル、分子レ
ベル合わせて検討する。 
 
３．研究の方法 
雄マウスおよび雌マウスの性周期（発情期・
非発情期）によるトニック抑制の変動を不安
に関与していると考えられている扁桃体で
比較検討する。雌マウスに関しては、卵巣切
除を行ったものを用いた。野生型マウスでの
雌雄差および GABAA受容体機能に変異が見ら
れる PRIP-1 KO マウスでの雌雄差を解析し
た。。 

（１） 生理学的手法：パッチクランプ法に
よるトニック・フェージックカレントの測定 
（２） 薬理学的手法：パッチクランプ法に
よるトニック電流に対する GABA 受容体サブ
ユニット特異的アゴニスト、アンタゴニスト
効果の検討 
（３）行動解析：高架式十字迷路、オープン
フィールドテストによる不安様行動解析 
（４）分子生物学的手法：GABA 受容体サブ
ユニットタンパク発現を細胞質、シナプス前
終末、シナプス後部、シナプス周囲に分離し
てウエスタンブロッティング法による解析
を行った。 
 
４．研究成果 
野生型マウスの雌雄差行動解析 
脳の性差を調べるため、野生型マウス
（C57BL/6J）の行動解析を行った。８～10 週
齢の雄マウスと８週齢で卵巣切除（OVX）を
行った雌マウスを比較した。 
高架式十字迷路：オープンアームへのエント
リー、滞在時間とも差はみられなかった。 
新奇環境下における活動量：雄雌とも時間経
過とともに活動量は減少する傾向がみられ
たが、雄と比較して OVX マウスは活動量の減
少が緩やかで、雄より行動量は高かった。 
PRIP-1 KO マウスの雌雄差行動解析 
これまでの研究で GABAA 受容体の膜への移動
に関係するタンパク PRIP1 に変異をもつ
PRIP-1KO マウス（KO マウス）は野生型と比
べてシナプスレベルで GABA 応答に違いがみ
られること、野生型と KO での行動の違いも
示してきた。今回このマウスを用いて雌雄差
を調べる目的で行動解析を行った。 
高架式十字迷路：KO マウスでは OVX マウスが
雄と比べてオープンアームへのエントリー
の減少と滞在時間の増加がみられた。つまり、
OVX マウスはアーム間の移動はあまりせず、
オープンアームにいる時間が長いというこ
とが言える。 
新奇環境下における活動量：これまでの研究
で KO マウスは雄では野生型とくらべ時間経
過に伴う活動量の低下が少ないことがわか
っていたが、KO マウスの OVX マウスも同様の
傾向がみられ、雌に関しては野生型、KOマウ
スでの違いはみられなかった。つまり、雄の
KO マウスは OVX マウスの野生型、KO に近い
という事が言える。 
シナプス周囲の受容体サブユニット発現解
析のための方法の探索 
これまでの研究で GABAA 受容体サブユニット
選択的アゴニスト、アンタゴニストにより、
野生型と KOで GABA トニック電流に差がみら
れることを明らかにしたが、扁桃体組織を用
いたウエスタンブロッティング法では差は
見られなかった。この理由は、通常の GABA
受容体を介するシナプス電流（フェージック
電流）を引き起こすシナプス直下の GABA 受
容体サブユニットとトニック電流を引き起
こすシナプス周囲の GABA 受容体サブユニッ



トの構成が異なっている可能性があるため
で、これを解析するには細胞膜をシナプス直
下とシナプス周囲、プレシナプスに分ける必
要がある。今回、トライトン Xを用いた方法
でシナプス分画に分けてウエスタンブロッ
ティングを行う方法（S.M.Goebel-Goody et 
al, Neuroscience 2009）を参考に条件を変
えて新しい方法を検討した。 
GABA 受容体サブユニットα１、α４、α５、
β２/３、γ２、δの発現を解析した 
シナプス直下でないエクストラシナプス部
（Extra）でα４、α５、γ２、δサブユニ
ットの発現を検知することができた。当初、
前シナプスと後シナプスを分ける際 1% 
Triton-X100 を用いており、この条件では前
シナプス部と後シナプス部の分離が不十分
であった。そこで Triton-X100 を 0.5%に下げ
たところ、Pre 側ではほとんど受容体が検出
されなくなり分離ができるようになった（図
１）。 

図１ 野生型（WT）、PRIP-1 KO 扁桃体ニュー
ロンの膜分画における GABAA受容体サブユニ
ットタンパク発現 
 
この結果から、まだ野生型と KO の顕著な発
現の違いは見られないが、サンプル数を増や
し現在継続して解析を行っている。また、周
生期における雌雄差の行動解析も継続中で
ある。 
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