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研究成果の概要（和文）：哺乳類の脳には、性差が存在することが知られている。脳の性分化は、出生前後にお
ける性ホルモンの影響が大きく、主に生後に進行すると考えられてきた。しかし、私たちは、マウス胎仔の終脳
において、遺伝子発現や組織構築に雌雄差が現れることを見出した。従来、脳の性分化には性ホルモンが強く関
与すると考えられてきたが、本研究の知見として、性ホルモンの依存度が小さい胎生期においても、遺伝的なプ
ログラムとして性差が形成される可能性があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Sex differences are known to exist in mammalian brains. Sexual 
differentiation of the brain has been thought to primarily progress after birth, largely due to sex 
hormones released perinatally. However, we found that sex differences in gene expression and tissue 
architecture appeared in the embryonic mouse telencephalon. While sex hormones have conventionally 
been believed to play a crucial role in brain sexual differentiation, our findings suggest that sex 
differences may be established as a genetic program even during the embryonic period, when sex 
hormones are less dependent.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳の性差は、出産前後以降の性ホルモンによって決定されると考えられてきた。しかし、本研究における解析か
ら、胎生期の大脳皮質において既に遺伝子発現や組織構築に関して性差が現れる可能性を成果として見出した。
自閉スペクトラム症を含む神経発達障害は、発症頻度や病態に性差が存在することが知られているが、本研究に
て示唆された遺伝子発現プログラムの性差が病態の原因となる可能性が考えられる。本研究は、学術的に神経発
達障害を脳の性差研究という新たな切り口から焦点を当てた研究である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

ヒトを含む哺乳類の脳には、脳のサイズや形態、病気の発症頻度に関する性差が存在すること

が知られている。脳の性分化決定には、出生前後における精巣由来の性ホルモン（テストステロ

ン）の影響によって雄化され、⽣後では、脳の性分化に応じて雌雄で異なる⾏動が発露する。先

⾏研究では、このような性ホルモンの影響による脳構造や⾏動の変化に関する報告が数多くな

されてきた。性ホルモン⾮依存的な脳の性分化決定についてはほとんど未知であるが、視床下部

で発現する転写制御因⼦Ptf1a が、脳の性分化に影響することが報告された(Fujiyama et al.,2018)。
Pft1a を⽋損すると、周産期に発現するテストステロンの曝露の有無に応じた脳の性分化がうま

くなされず、雌雄共に性特異的な⾏動の頻度が低下することが認められたが、胎⽣期⼤脳⽪質の

遺伝⼦発現の性差については考慮されていない。脳のサイズには性差があることは⽐較的よく

知られている。ヒトの検体を⽤いた先⾏研究によると、男性の脳の重さや体積は平均して⼥性よ

り約 10%増加する(Dekaban. 1978; Maney. 2016)と報告されている。また、⽣後マウスの⼤脳⽪質に

おける興奮性ニューロンの樹状突起の数は雌で増加し、より複雑な構造を示す(Keil et al., 2017)。
このことから、男性では脳のサイズの増加、⼥性ではニューロンの成熟に繋がる分⼦機構が存在

している可能性がある。申請者は予備的研究として、性ホルモン分泌以前の 2 つの発⽣時期（神

経幹細胞の増殖が盛んである胎⽣11.5⽇齢およびニューロン新⽣が開始する胎⽣14.5⽇齢）に

おける終脳（⼤脳⽪質＋⼤脳基底核原基）組織を採取し、RNA-seq を⽤い、雌雄における遺伝⼦
の発現量の差を網羅的に解析した。主成分解析によると、胎⽣11.5 ⽇齢では雌雄において発現

を認める遺伝⼦の差異が小さい⼀⽅、胎⽣14.5 ⽇齢では差異が⼤きくなることが⽰唆された（未

発表）。また、ニューロン新⽣が開始する時期である胎⽣14.5 ⽇齢において、終脳サンプルにお

ける種々のニューロン関連遺伝⼦の発現量の雌雄差を探索したところ、雌で強く発現している

遺伝⼦を複数種⾒出したが、雄では強く発現している遺伝⼦はみられなかった（未発表）。この

ことからは雌では、神経幹細胞からニューロンへの分化が亢進している可能性があると考えら

れる。上記の胎⽣期終脳において雌雄で発現量の差が認められたニューロン関連遺伝⼦は、公開

データベース Gene Paint (Visel et al.,2004) によると、⼤脳⽪質に強く発現しているため、これ

らの遺伝⼦発現量の性差は⼤脳⽪質における発⽣に寄与している可能性が考えられる。そこで

本研究では、胎⽣期の⼤脳⽪質におけるニューロン新⽣過程に着⽬して、遺伝⼦発現量・発現局

在が雌雄の発⽣過程に与える影響を解析する。 

 

２．研究の目的 

未開拓な領域である性ホルモン分泌以前の⼤脳⽪質における遺伝⼦発現量の性差が発⽣過程
に与える影響を解明することを⽬的とする。 

 

３．研究の方法 

性ホルモン分泌以前の 2 つの発⽣時期（神経

幹細胞の増殖が盛んである胎⽣11.5⽇齢および

ニューロン新⽣が開始する胎⽣14.5⽇齢におけ

る終脳（⼤脳⽪質＋⼤脳基底核原基）組織から

取得した RNA-seq に関して主成分解析やボルケ

ーノプロットなどの情報解析を実施した。加え

て、RNA-seq にて遺伝子発現量に差を認めた差

次的発現遺伝子に関して、qPCR にて RNA-seq の

再現性を検証した。マウス胎仔⼤脳⽪質におけ

る神経分化関連遺伝⼦・細胞増殖・細胞死に関

する発現の雌雄差解析を実施した。具体的には、

雌雄それぞれにおける、神経分化の影響を探索

するために、胎⽣11.5 ⽇齢（神経幹細胞増殖期）、14.5 ⽇齢（深層ニューロン新⽣期）、17.5 ⽇
齢（表層ニューロン新⽣期）のそれぞれにおいて免疫染⾊を実施し、神経分化・細胞増殖・細胞

死の影響を探索する（図 1）。 

 

 

図 1. マウス胎仔大脳皮質における神経分
化の模式図。（左）神経幹細胞増殖期。（右）
ニューロン新生期。Ochi et al., Int J Mol 
Sci. 2022から引用。 



神経分化関連遺伝⼦に関しては、脳室帯（Pax6）、脳室下帯（Tbr2）、⽪質板ならびに中間帯

（Tubb3(Tuj1)）の相対的な厚さを探索した（図 2）。⼤脳⽪質において、神経分化関連遺伝⼦の

活性の指標を示すために、Western blotting、qPCR を⽤いた発現量解析を実施した。細胞増殖・

細胞死に関しては、Ki67（細胞増殖能）、pH3（細胞分裂能）、active caspase-3（細胞死）の免

疫染⾊を実施し、脳室⾯側、基定膜側における陽性細胞の数を計測し、未分化型前駆細胞ならび

に中間型前駆細胞の細胞増殖能、アポトーシス活性が雌雄それぞれの⼤脳⽪質の構築に与える

影響を探索した。これらの解析を通じ、胎⽣期における脳構築の遺伝的プログラムの性差の一端

に迫った。 

 

４．研究成果 

RNA-seq を用いた予備解析から、神経幹細胞

増殖期において、遺伝子発現の性差が認められ

ないものの、ニューロン新⽣期（胎齢 14.5日）

において、遺伝子発現の性差が現れることを見

出した。ニューロン新⽣期においては、種々の

ニューロン関連遺伝⼦の発現が雌で増加するこ

とを認めた。RNA-seq、qPCR 共に、胎齢 14.5日

の終脳原基において、Notch シグナル関連遺伝

子の発現が雌で亢進することを見出した。Notch

シグナルは、神経幹細胞における細胞増殖に重

要な役割を示すことが知られている（Ochi et al., 
2020）。次に、マウス胎仔⼤脳⽪質を用い組織構

築の雌雄差に関する検証を実施した（図 2）。胎

齢 17.5日において Tuj1 陽性のニューロン層が
肥厚化することを⾒出した。形態学的にニュー

ロン層を中間帯、皮質板に大別した（図 2）とこ

ろ、皮質板の厚みに関しては雌雄差を認めなか

ったものの、中間帯の厚みが雌で肥厚化することを見出した。一方、細胞増殖・細胞死に関して

は、胎生期の大脳皮質原基においては雌雄差を認めなかった。 

以上の結果から、野生型マウス胎仔終脳においては、胎齢 14.5日前後に遺伝子発現に関して

雌雄差が現れるものの、脳の組織構築に与える影響は小さい可能性が示唆された。 

現在、女児を含む自閉症集団患者にて、Pax6 遺伝子が含まれる 11p13 領域が高いオッズ比を

認めた（Szatmari et al., 2007）ことから、Pax6を性差に寄与する遺伝子の一つと考え（Ochi et al., Int 
J Mol Sci. 2022）、Pax6変異マウスの雌雄胎仔脳を用いた、RNA-seq やシングルセル RNA-seq解析

ならびに組織解析に着手している。 

本研究の成果は、性ホルモンの依存度が低い環境にて、遺伝的なプログラムの性差が影響し、

胎生期から大脳皮質の性分化が運命決定される仮説を補助する知見となり得る。 

図 2. 神経発生過程の大脳皮質における層構
造の組織解析。（左）胎齢 11.5日、14.5日、
17.5 日における Pax6（神経幹細胞）、Tbr2
（中間前駆細胞）、Tuj1（ニューロン）の免
疫組織染色。Tuj1陽性のニューロンは、形態
学的に皮質板（CP）と中間帯（IZ）に大別で
きる。（右）発生過程の大脳皮質における相
対領域の推移。本研究においては、同様の解
析手法を用い、雌雄両体を解析した。Ochi et 
al., Int J Mol Sci. 2022から引用。 
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