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研究成果の概要（和文）：恒温動物では生殖腺のみならず脳も性分化することで内分泌・行動の性差が形成され
る。発達期の性ステロイドホルモンや染色体の性が性特異的な構造・機能の形成に寄与すると考えられてきたが
詳細は明らかでない。本研究では鳥類を用い、性ホルモン依存的な脳の性差と染色体依存的な脳の性差を形成す
る分子基盤の解明を目指して、性特異的に発現する遺伝子の探索を行うことで雌雄で発現量が異なる遺伝子群を
見出した。さらに、性染色体上に存在する遺伝子、存在しない遺伝子の双方で性ステロイドホルモンによって制
御されるものを発見することができ、環境要因によって変化しやすい遺伝子の候補を確立することができた。

研究成果の概要（英文）：The endocrinological and behavioral sex differences have been known to be 
predominantly dependent on brain sexual differentiation. Both the developmental exposure to sex 
steriods and brain chromosomal sex are thought to contribute to such brain sexual differentiation, 
but the precise mechanism how these factors are related to brain sexual differentiation has not 
fully understood. In this study, to clarify the interaction between these factors, we examined the 
expression of genes showing the difference between sexes in avian diencephalon. We could find 
specific genes that were controlled by the exposure to sex steriods and such genes were located both
 on the sex chromosomes and/or autosomes. From these results, we could establish the list of genes 
showing the variability of expressions to environmental factors.

研究分野： 神経内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
 脳の性分化は生殖内分泌、性行動、社会性
行動などの雌雄差を発達期に刻印づける現
象であり、種の存続に重要であるのみなら
ず、複雑な社会を形成する上でも必須の生
理基盤である。近年、生殖をめぐっては、
出生率の低下、初婚年齢の高齢化、不妊に
悩むカップルの増加、異性との交際に興味
を持たない若年層の割合の上昇等、社会構
造の崩壊を導きかねない様々な問題が発生
している。生物学的に未知の環境因子がこ
れらの問題の原因となっている可能性が考
えられるため、生命科学の立場から性分化
機構をより深く解明するとともに、性分化
に影響する未知の環境因子を探索すること
で、生殖異変の解決を目指す必要がある。 
ほ乳類では近年、性決定遺伝子Sry の遺伝子
欠損マウスや、Sry を当初の遺伝子座から別
の遺伝子座に移動させることで人工的な性
染色体の組み合わせを持つ遺伝子組換えマ
ウスの研究から、性染色体が脳の性分化に
影響を与える可能性が示唆されている
（Arnold et al. Dev. Dyn. 242:371-379, 2013）。鳥類で
は、申請者らの研究グループがニワトリ胚
の雌雄の脳原基を入れ替える事で脳とそれ
以外の身体間で染色体の性が異なるキメラ
鶏を作製し、“性染色体による脳の性分化制
御”仮説の直截的な証明を試みた。その結果、
雄型の性染色体を持った脳が移植された雌
鶏は性成熟が遅れ、産卵周期に異常が見ら
れた。この研究結果は、雌鶏の脳には「雌
型の性染色体」の支配下で発達し、産卵周
期を制御する神経回路が存在することを示
唆している。さらに、脳内の神経エストロ
ゲン合成量に雄優位の雌雄差があり、その
合成量は性染色体依存的に決定されること
も明らかにした。これらの結果を総合して、
“性染色体依存的に制御される神経エスト
ロゲンが脳の性分化に影響する”という仮
説を提唱している（Maekawa et al., Front. Neurosci., 
2014）。 
 
２．研究の目的 
ほ乳類や鳥類等の恒温動物では生殖腺のみ
ならず「脳」も性分化することで内分泌・
行動の雌雄差が形成される。従来、これら
の恒温動物では発達期に「性腺から分泌さ
れる性ホルモン」が脳に働くことで性特異的
な構造・機能が形成されると考えられてき
た。一方、近年我々が行った鳥類を用いた
研究から「脳の性染色体」も脳の性差形成
に重要な役割を果たすことが明らかになっ
ている(Maekawa et al., Nature Communications, 2013)。
本研究では、新規に見つかった「脳の性染
色体」の影響に焦点を絞り、どのような仕
組みで脳を性分化させるのか、分子基盤を

解明する。また、環境因子が「性染色体依
存的な脳の性分化」に影響を与える可能性
を検討し、環境が生殖に影響を及ぼす新た
な経路の発見を目指す。 
 
３．研究の方法 
【研究試料】ニワトリに関してはホワイトレ
グホン系統の胚を使用した。一方、ウズラに
関しては、国立環境研究所にて維持している
ウズラ系統である NIES-L 系と NIES-Br 系を使
用した。すべてのウズラは性的に成熟する条
件である長日条件（14L : 10D）下で飼育し、
餌水は自由に摂取できる環境にて飼育を行
った。実験に使用したすべてのウズラは、ペ
アで飼育している親ウズラの NIES-L 系（オス
ウズラ 1 匹とメスウズラ 1 匹）と NIES-Br 系
（オスウズラ 1 匹とメスウズラ 2 匹）から産
卵された卵を、3 日間貯卵し、その後 37.8 ℃
の条件で 16 日間孵卵し孵化させた。孵化後
は、6 週齢になるまで集団（5 匹前後）で飼
育し、6 週齢以降は個別で飼育した。 
【RNA 抽出と DNA マイクロアレイ解析】ニワ
トリ・ウズラの間脳から Total RNA の抽出を行
った。Total RNA の抽出には RNA 抽出キット
（RNeasy Mini Kit, QIAGEN, USA）を使用した。
cRNA の合成には Low Input Quick Amp Labeling キ
ット（Agilent technologies）を用い、Gene Expression 
Hybridization キット（Agilent Technologies）で Gallus
（chicken）マイクロアレイ Ver. 2.0 とのハイブリ
ダイゼーションを行った。 
【cDNA 合成と Real time PCR 法】cDNA の合成に
は AMV Reverse Transcriptase XL（Takara）を用いた。
Real time PCR は LightCycler 480 SYBR Green Ⅰ 
Master（Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Germany）
を使い、ライトサイクラー（LightCycler®480 
SystemⅡ, Roche Diagnostics）で蛍光を検出するこ
とで定量解析を行った。 
【免疫染色】50μm の薄切切片を作製し、Rabbit 
polyclonal Anti-mesotocin antiserum（Immunostar, USA）
を 1 次抗体、2 次抗体と発色に EnVisionTM 
Detection System（Peroxidase/DAB+, K5007）を用い
て染色を行った。 
 
４．研究成果 
【視床下部から抽出したRNAを用いた雌雄で
発現が異なる遺伝子の探索】 
孵卵開始後 21 日齢のニワトリ胚の視床下部
から抽出した RNA をサンプルとして、Agilent 
GeneSpring DNA マイクロアレイを用いて雌雄
で 2 倍以上異なる発現量を示す遺伝子の網
羅的探索を行った。その結果、雌雄差を示
す遺伝子 124 種類（内訳：雌優位 80、雄優
位 44、図 1）を見いだした。雌優位の遺伝
子の中には W 染色体上に存在するものが
15、 Z 染色体上に存在するものが 6、含ま
れていた。一方、雄優位の遺伝子の中には
Z 染色体上に存在するものが 28、含まれて
いた。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 図 1:ニワトリ胚視床下部における 
   遺伝子発現網羅解析のまとめ 
 
【性染色体上に存在する遺伝子の環境因子
による発現の変化】ニワトリ胚を用いた研
究により、W 染色体上に存在しかつ雌優位
で発現する HINT-W 遺伝子に着目し、ウズ
ラ胚を用いて、エチニルエストラジオール
に曝露された場合の発現量の変動を Real 
time RT-PCR 法によって検討した。その結
果、60 ng/卵 および 300 ng/卵の用量で投
与した場合、雌で用量依存的に HINT-W の
発現量が増加していることが見いだせた
（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2: HINT-W 遺伝子発現の性差およびエチ
ニルエストラジオールによる発現量の変動 
 
【テストステロン依存的に発現が変化する
遺伝子の探索】国立環境研究所で飼育して
いる血中テストステロンレベルが異なる 2
系統の雄ウズラの間脳サンプルを用いて、2
系統間で発現量が変化する遺伝子を Agilent 
GeneSpring DNA マイクロアレイを用いて網羅
的に検討した。その結果、血中テストステ
ロン値が高い NIES-Br 系統より、血中テスト
ステロン値が低い NIES-L 系統で発現量が 2
倍以上高かった遺伝子を 411、NIES-L 系統よ
りNIES-Br系統で発現が 2倍以上高かった遺
伝子を 421、発見した。その中で特に性ホ
ルモンとの関係が知られているメソトシン
に着目して、Real time RT-PCR 法により発現を
再解析し、NIES-Br 系が NIES-L 系と比較して
2 倍以上の発現量があることを確認した。
さらに、NIES-L 系の雄雌間でも発現量の違
いが存在し、雄において発現量が高いこと
を明らかにした（図 3）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3:間脳におけるメソトシン遺伝子発現の
性差 
 
【メソトシン免疫陽性細胞に関する検討】
免疫染色によって雄NIES-Br系とNIES-L系の
視床下部におけるメソトシン免疫染色陽性
細胞数と細胞サイズを調べた。その結果、
全細胞数に関しては 2 系統間で違いはなか
ったものの、サイズの大きな細胞にのみ限
定して解析すると、NIES-Br 系において細胞
数の増加が認められた。この結果は、メソ
トシン遺伝子発現量の増加が、メソトシン
発現細胞数の増加ではなく、1 細胞当たり
の遺伝子発現量の増加に起因する可能性を
示唆している。 
 
【まとめ】本研究では、鳥類で誘導される性
ホルモン依存的な脳の性差と染色体依存的
な脳の性差をそれぞれ形成する分子基盤の
解明を目指して、視床下部で性特異的に発現
する遺伝子の探索を行い、その結果、雌雄で
発現量が異なる遺伝子群を見出した。また、
その中でも特に性染色体上に存在する遺伝
子群を同定することができた。さらに、性ス
テロイドホルモンの中でもエストロゲン作
用を示すエチニルエストラジオールを胚期
に投与された鳥類脳において、エチニルエス
トラジオールを投与しない群と比較して性
染色体上に存在する遺伝子の一部の発現量
が変化することが明らかになった。加えて、
鳥類の中でも性ステロイドホルモンの分泌
量が異なる 2系統の行動を解析し、性ステロ
イドホルモンの影響の下流で変化すると考
えられる遺伝子を見つけ出すことができた。
性染色体上に存在する遺伝子群、存在しない
遺伝子群の双方で性ステロイドホルモンに
よって制御される遺伝子を発見することが
でき、環境要因によって変化しやすい遺伝子
候補のリストを確立することができた。 
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