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研究成果の概要（和文）：視床下部内側視索前野を始めとした性的二型細胞群の機能を明らかにするため、それ
らの細胞の解剖学的解析を行うとともに、遺伝子改変マウスとアデノ随伴ウイルスを用いて神経活性操作を行
い、その機能を解析した。性的二型を示す細胞群であっても、細胞の種類によって性ステロイド感受性は異なっ
ていた。これらの細胞がどのようなタイミングで活動しているのかを組織学的に明らかにするため、多重ISH法
を開発した。それらの情報を元に操作実験を行い、性行動のモチベーション調節に関わる神経細胞群を同定し
た。

研究成果の概要（英文）：To verify the function of sexually dimorphic cell groups in the medial 
preoptic area of hypothalamus, we analyzed the anatomy of those cells, as well as their function by 
manipulating neural activity using genetically engineered mice and adeno-associated virus. Even 
within the sexually dimorphic group of cells, sex steroid hormones' sensitivity differed among cell 
types. We developed a multiple ISH method to histologically clarify the timing of activity of these 
cells. Based on this information, we performed manipulation experiments and identified a group of 
neurons involved in the motivational regulation of sexual behavior.

研究分野：神経解剖学

キーワード： 性的二型　内側視索前野　性行動

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、性的二型核はその存在は知られていたものの、どのような種類の細胞なのかは明らかになっていなか
った。また、どれだけの種類の細胞があるのかについても不明であった。本研究では内側視索前野の性的二型核
に存在する細胞群として3種類の細胞を同定するとともに、その機能の一端を明らかにした。また、その過程で
新規のイメージング技術の開発にも成功した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
哺乳類の中枢神経系に広くみられる性的二型は性特異的もしくは性差のある行動の制御に関
わっていると考えられているが、一部の例を除いて、脳の構造的性差が行動に与える影響は不明
であった。多くの行動を制御する神経回路は雌雄で共通であるにも関わらず、同じ刺激に対して
雌雄で異なる行動をするのはなぜかという問いへの解答は、様々な環境からの刺激に対してど
のように最適な振る舞いを選択するかという神経機構の本質を知る上で良いモデルとなる (de 
Vries and Södersten, Horm Behav 2009; Yang and Shah, Neuron 2014)。 
行動の雌雄差の一つとして性ホルモンの関与が挙げられる。性ホルモンは多くの遺伝子発現
を制御することがわかっているが、その作用はあくまで修飾的なものに過ぎず、行動における
「雄型の行動をとるか雌型の行動をとるか」という選択を説明するものではない。このため、性
ホルモンよりも脳の構造的な性差（性的二型）が行動の性差を実現していると考えられているが 
(de Vries and Södersten, Horm Behav 2009)、実際にそれが実証された研究は極めて少ない 
(Scott et al. Nature 2014; Yang et al. Cell 2013)。研究代表者らは内側視索前野・分界条床核・
扁桃体における 3 か所に性的二型核が存在し、2 種の細胞が 3 領域で共通して分布することを
発見した。 
 
 
２．研究の目的 
 
研究代表者らが発見した性的二型細胞集団が行動の性差の責任領域の一つなのかについて検
討するため、遺伝子発現解析を用いてその領域における細胞プロファイルの解明や、細胞の性ス
テロイドホルモン感受性などを調べることで解剖学的特徴づけを行うと共に、神経活性操作実
験等を用いてその機能解明に取り組むことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
1) 内側視索前野の性的二型マーカーである、Moxd1, Penk, Neurotensin について、その発現
を ISH 法を用いて確認した。これらの遺伝子の発現量が性ステロイド依存的に変化する可
能性について検討するために、雌雄それぞれのマウスの性腺を除去したもの、さらにその後
ステロイドホルモン注射を行ったマウスについても検討した。比較対象として、内側視索前
野近傍にある性ステロイド受容体の発現していない領域での発現変動も検討した。 
 

2) 通常の ISH 法では複数の遺伝子、特に 4 つ以上の遺伝子を同一切片から簡便に検出するこ
とは難しい。そこで研究代表者らが開発した蛍光多重 ISH 法をさらに改良することで同一
切片から 10 前後の分子を検出できる手法の開発に取り組んだ。この手法を用いて性行動を
行ったマウスで神経活性化マーカーも含めた多重染色を行い、細胞のプロファイルを明ら
かにするとともに性行動の特にモチベーション調節に関わる神経細胞群の同定を試みた。
また、それらの技術に付随して既存の蛍光 ISH 法の感度をさらに大きく上昇させる手法の
開発も試みた。 
 

3) それらの遺伝子の Cre ドライバーマウスにアデノ随伴ウイルス（AAV）による部位特異的・
細胞種特異的遺伝子導入を行うことで、細胞の形態について確認するとともに、光遺伝学的
な細胞活性の操作を併用することで行動に与える影響を検討した。AAV による遺伝子導入と
しては、青色光照射により脱分極が誘導できる ChR2 を Cre 依存的に発現可能なベクターを
用いた。青色光は細胞体の分布する内側視索前野と、その主要な投射領域の一つである腹側
被蓋野に照射した。それぞれのマウス系統について、上記の c-Fos 染色から示唆される行
動について、細胞の神経活動操作をした際に、行動に変化が起こるかについて検討した。 

 
 
４．研究成果 
 
１） 内側視索前野の性的二型マーカーである、Moxd1, Penk, Neurotensin の発現に性差がある
ことはこれまでの研究から明らかであったが、本研究でも同様の傾向が確認され、Moxd1 と
Neurotensin ではオス優位な細胞数であり、Penk はメス優位な細胞数であった。加えて、性
腺除去によって Neurotensin では雌雄ともに細胞当たりの発現量が減ったものの細胞数の
性的二型は維持されていた。また、この発現量の減少はテストステロンの補充によって回復
した。Moxd1 では基本的に性腺の除去やその後のホルモン処理の影響を受けず、常に発現量



と発現細胞数は一定のレベルを維持していた。一方で、Penk ではオスの場合、性腺除去に
よって大きく発現量が上昇し、テストステロン補充によって発現量が減少した。メスの場
合、性腺除去による影響は検出できなかったがテストステロン補充によって発現量が減少
した。これらの遺伝子の周辺領域における発現量は基本的に性腺除去やテストステロン補
充によって変化しなかった。以上のことから、これら 3 遺伝子はそれぞれ異なった発現量
調節制御を受けており、Neurotensin はエストロゲン依存的に増加し、Penk はテストステ
ロン依存的に減少することが示唆された。また、これらの細胞は同所的に分布するが異なる
ものであることが示唆された。 
 

２） 内側視索前野には Moxd1, Penk, Neurotensin を発現する細胞だけでなく、その他にも多く
の細胞種がいるということがわかっている（Tsuneoka et al 2017 Sci Rep）。これらをそ
れぞれ区別し、なおかつ同一の標本からデータを得るために Multiplex 蛍光多重 ISH 法の
開発を行った。レポーターであるヘアピン DNA を 6～12 種類用意し、それぞれに対応した
プローブをハイブリダイズさせ、3種類ずつ発色して撮影した後に強力な LED イルミネータ
ーで消光することでシグナルを消し、その後残りを順次発色、撮影、消光を繰り返すことで
Multiplex 蛍光多重 ISH をすることに成功した。この手法を用い、性行動を行ったマウス
と性行動を部分的に行ったマウス、無処理のマウスで神経活動を組織学的に比較した上で
その細胞種の同定に取り組んだ。その結果、性行動のモチベーションに応じた神経活動の上
昇は Penk, Neurotensin, Vglut2 陽性細胞で観察され、メスマウスに対する曝露に応じた
神経活動の上昇は Moxd1 陽性細胞で観察された。 

図. c-Fos 陽性細胞数の比較。上段が Esr1 陽性細胞、下段が Esr1 陰性細胞。 

 
 

３） オレキシン受容体は G タンパク共役型膜タンパクであり、多くの行動や性差にも関わって
いると考えられる。内側視索前野においても顕著な発現がみられるものの、その性差を検討
するには既存の ISH 法では難しかった。そこで我々は分岐型 HCR 法を開発し、その脳内分
布を明らかにすることに成功した。1型と 2型受容体がオレキシンには知られているが、そ
の発現分布はほとんどの脳領域で重なっておらず、ごく一部の細胞でしか共発現を確認で
きなかった。興味深いことに、1型受容体は特に視床下部のエストロゲン受容体発現領域と
して知られる領域に多く発現していた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図. オレキシン受容体の
脳内 3次元分布 



４） 上述１）２）の研究成果から、性行動のモチベーションに強く関わるのは内側視索前野の
Penk 陽性細胞であることが強く示唆された。そこで、これまでに行っていた薬理遺伝学的
な検討に加えて、光遺伝学的検討を加えた。その結果、内側視索前野の Penk 陽性細胞の活
性化は性行動を促進させ、マウントおよびイントロミッションの潜時が短縮された。しかし
ながら、この効果は光刺激のタイミングとは完全に合致せず、刺激から 10 分以上後でも行
動の促進効果が確認できた。このことは Penk 陽性細胞が任意の行動の動作を制御している
というよりも性行動のモチベーションを上げているという観察に合致し、一度上昇したモ
チベーションはある程度の時間継続するということが示唆された。加えて、内側視索前野の
Penk 陽性細胞の神経終末が集まる領域の一つである腹側被蓋野を光遺伝学的に刺激した場
合にも同様に光刺激のタイミングとは独立してマウント行動の促進が見られたが、イント
ロミッション行動には変化が観察されなかった。このことは、他の脳領域も性行動に関与し
ている可能性を示唆するとともに、腹側被蓋野の性行動における重要性が示唆される結果
となった。 
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