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研究成果の概要： 

 生殖行動や生殖周期を調節する脳部位は、オス・メスで異なる神経回路網を発生中の特定の

時期に形成する。本研究ではラットの脳を用いて、雌雄で異なる神経回路網がどのようなメカ

ニズムで形成されるのかを、蛋白質のレベルで解明しようとした。その結果、オスとメスで違

いがある脳部位で、雌雄差が作られている時期にだけ雌雄差を生じる蛋白質を複数個見つける

ことができた。この研究によって、脳の雌雄差形成メカニズムを解く手懸りが得られた。  
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１．研究開始当初の背景 
発生過程の性ステロイドホルモン環境（主に
エストロゲン）により、視床下部や嗅球など
脳の特定部位が形態構造の雌雄差、いわゆる
性的二型性を持つに至ることは、げっ歯類を
用いた観察や実験から良く知られている。視
床下部内の神経核では、神経核の大きさ、エ
ストロゲン受容体発現細胞の数や分布、シナ
プス数およびシナプス存在パターンなどの
雌雄差が観察されている。これらの雌雄差の
うちSDN-POAと前腹側脳質周囲核（AVPV）の
大きさについては、発達期のアポトーシスが

重要な役割を担っていることや、エストロゲ
ンがアポトーシス制御に関与するBcl-2ファ
ミリーの分子発現を調節することを研究分
担者である塚原らは報告している。 嗅球に
ついては、collapsin response mediator 
proteins（CRMP）などの軸索誘導タンパク質
発現に雌雄差が存在し、これらの発現は性ス
テロイドホルモンの影響を受けることが報
告されている。しかし、性ステロイドホルモ
ンによる性的二型性決定機構の分子メカニ
ズムについて殆ど未解明である。研究代表者
の金子は視床下部培養細胞に対する女性ホ
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ルモンの影響についてプロテオミクス解析
を行ってきたが、この取り組みを更に発展さ
せるべく、プロテオミクス解析の専門家であ
る加藤、および研究代表者として2年間本領
域に参加した小川、塚原を加え、共同で本課
題に取り組むこととした。 
 
２．研究の目的 
性差形成に関与する蛋白質を明らかにする
ために、性分化臨界期に視床下部・性的二型
核で発現に時期および部位特異的に雌雄差
がある蛋白質を、プロテオミクス法により検
出することを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）－１ AVPｖでの蛋白解析 
生後0日および生後6日の雌雄ラットより
脳を摘出し、ビブラトームによりスライス脳
切片を作製後、実体顕微鏡下で性的二型核で
ある前腹側脳室周囲核（AVPｖ）と視索前野
性的二型核（SDN-POA）をパンチアウトした。
これらから蛋白質およびRNAを抽出した。 
①２D-DIGEおよび MUｌDI-TOF/TOF-MS を用
いた雌雄差蛋白質の同定 
抽出した蛋白質サンプルを用いて、
Saturation CyDyeを用いた二次元電気泳動
（2D-DIGE）を行った。２D-DIGEは、24cmｘ
20cmのゲルを12枚（PD1について6枚、PD6
について 6枚）行った（図１）。またサンプ
ル中の蛋白質は、Cy３と Cy5により標識し、
解析ソフトを用いて定量的に計測し、雌雄差
間で発現量を比較した。 
発現に雌雄差のある蛋白スポットを定量
的に検出した後、個々のスポットをゲル画像
上で実際に確認して雌雄差が確かであるス
ポットをさらに選出した。次に約 30個のそ
れらのスポットを質量分析用に二次元電気
泳動を行ったゲルからピックし、MUｌ
DI-TOF/TOF-MS（ブルカー社）により蛋白質
の同定を行った。 
②定性的・定量的ショットガン解析による雌
雄差蛋白質の同定 
抽出した蛋白質サンプルについて、 定性
的・定量的ショットガン解析（Waters社）に
よる雌雄差蛋白質の同定も行った。PD1で雌
雄差有りと同定されたスポットについては、
PD6のゲル上でもスポット定量を行い、PD６
での雌雄差の有無を調べた。 
（１）－２ AVPｖでのリアルタイムPCR 
上記の①および②の解析により、PD1のAVP
ｖで発現に雌雄差が有ると同定された蛋白
質についてプローブを作製し、リアルタイム
PCR（Takara社）によりｍRNA発現を雌雄間
で比較した。リアルタイムPCRは、PD1とPD6
の AVPｖについて行った。そして、各蛋白質
のｍRNA発現の雌雄差の有無および、雌雄差
がある場合、雌雄差に時期特異性があるか検

討した。 
（２）－１ SDN-POAでの蛋白解析 
SDN-POAから抽出した蛋白質サンプルにつ
いても２D-DIGEを行った。２D-DIGEは、24cm
ｘ20cmのゲルを 12枚（PD1について 6枚、
PD6について 6枚）行った。またサンプル中
の蛋白質は、Cy３とCy5により標識し、解析
ソフトを用いて定量的に計測し、雌雄差間で
発現量を比較した。解析ソフトを用いて、PD1
の AVPｖでの解析により発現に雌雄差が認め
られたスポットについて、SDN-POAでの発現
を定量的に雌雄間で比較した。比較は、PD1
およびPD6について行った。 
（２）－２ SDN-POAでのリアルタイムPCR 
PD1の AVPｖで雌雄差が認められ質量分析
により同定された蛋白質について、SDN-POA
での mRNAの発現量をリアルタイム PCRによ
り雌雄間で比較した。比較は、PD1およびPD6
のRNAサンプルについて行った。 
（３）免疫染色 
PD１に雌雄のラットを４％パラフォルム
溶液によりかん流固定し、凍結切片を作製し
た。次に（１）の①および②により同定され
た蛋白質に対する抗体を第一抗体とし、FITC
標識された抗ウサギIgG抗体を第二抗体とし
て免疫染色を行い、免疫陽性反応の部位およ
び雌雄差を観察した。 
 
４．研究成果 
本研究では、脳の性分化メカニズムを性差
回路形成期に時期・部位特異的に発現する蛋
白質を見つけることにより明らかにしよう
と試みた。 
ラット視床下部性的二型核である前腹側
脳室周囲核（AVPｖ）と視索前野性的二型核
（SDN-POA）を生後0日（PD1）および6日（PD6）
に顕微鏡下で採取し、(1) Saturation Cye 
色素を用いた 2D-DIGEとそれに続く MUｌ
DI-TOF/TOF-MS解析、および(2) 定性的・定
量的ショットガン解析によりプロテオミク
ス解析を行い、発現量に雌雄差のある蛋白質
を検出した。 
(1)の方法から 10種類、(2)の方法から 50
個の雌雄差蛋白質を同定した。さらに
realtime PCR法により mRNA発現を調べた。
その結果、AVPｖでの性差形成期（PD1）にの
み蛋白質・ｍRNA発現ともに有意な雌雄差を
もち、PD6では発現の雌雄差が消失した蛋白
質として、4種類の蛋白質を見出すことがで
きた。これらの４種類の蛋白質は、SDN-POA
についての解析では、PD1、PD6ともに発現に
雌雄差が見られなかった。このことから、こ
れらの蛋白質は、AVPｖに部位・時期特異的
に雌雄差形成に伴い発現している蛋白質で
あることが分かった。さらに、同定蛋白質が
AVPｖ付近の視床下部領域に、PD1の時期に発
現していることを免疫染色により確認した。 



 

 

これらのうち２つは、突起成長制御などに
関係するとされるがまだ不明な点が多く、性
差形成に関しては全く報告のない CRMP4（図
２）とα-internexinであった。残り２つの
蛋白質は、神経細胞での存在が本年１月に報
告されたばかりで、神経系での作用は分かっ
ていない蛋白質Aの２つのisoformであった。
現在、CRMP4については、ノックアウトマウ
スを用いて、CRMP4欠損マウスでの AVPｖの
雌雄差形成について解析を始めた。また蛋白
質Aについては、視床下部培養細胞でも発現
していることを確かめたので、現在、神経細
胞における機能の解析をはじめた。（蛋白質A
については、具体的な蛋白名の公表は未だ控
えたい。） 
本研究により、蛋白発現量の比較および同
定を行うため、２つの異なる方法を用いて研
究を実施した。そして、性的二型核であるAVP
ｖに時期および部位特異的に雌雄差がある
蛋白質を見出すことができた。またそのうち
の１つは、嗅球での雌雄差形成に時期に一過
性に増加することがかつて報告された蛋白
質である、CRMPファミリーに属するCRMP4で
あった。CRMPは軸索反発因子セマフォリンの
情報を伝える蛋白質として発見されたが、ま
だ不明な点の多い蛋白質である。CRMP4は
GABAニューロンに発現するとの報告が大脳
皮質について近年出されたが、視床下部での
発現や雌雄差との関係は全く分かっておら
ず、今後の課題である。また蛋白質Aに関し
ては、非常にポピュラーな蛋白質であるが、
神経細胞での発現や機能に関する情報がこ
れまで殆どない蛋白質（2009年に神経細胞で
の発現が始めて明示された蛋白質）であった。
このような蛋白質に時期・部位特異的な雌雄
差を見出し、雌雄差形成への関わりを示唆す
るデータを得られたことは、大変意義深いと
考えている。周生期のホルモン処理により脳
の性分化が逆転する際、CRMP4や蛋白質 Aの
発現を伴うか検討を始めている。今回、オス
とメスで違いがある脳部位で、雌雄差が作ら
れている時期にだけ雌雄差を生じる蛋白質
を複数個見つけることができ、脳の雌雄差形
成メカニズムを解く手懸りを得ることがで
きた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 二次元電気泳動像（PD1, AVPv） 

（A） 
 
 
 
（B） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（C） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ AVPvで時期特異的に雌雄差が確認さ
れた蛋白質Aの代表的ゲルスポット画像と時
期での発現量の比較。 
（A）CRMP４と同定された３つのスポット
（No.751, No.792, 787）の生後0日（PD1）
での代表画像を等電点の低い側から順に並
べたもの（各スポットについて、左がオス、
右がメスである）。（*, ｐ<0.05） 
（B）上段：PD１でのスポットを定量化し、
雌雄で比較したもの。オスでの値を 100％と
してある。各グラフの左がオス、右がメスで
ある。No.787のスポットが統計的に有意な雌
雄差が認められた。下段：PD１に対応するPD6
での各スポットについて、定量化し雌雄の発
現量を比べたもの。これら３つのスポットは、
いずれも質量分析によりCRMP4と同定された。 
（C）AVPｖでのCRMP4のmRNA発現は、PD1で
は統計的に有意な雌雄差が見られた。オスで
の値を 100％としてある。各グラフの左がオ
ス、右がメスである。 
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