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研究成果の概要（和文）：性的二型核である前腹側脳室周囲核（AVPV)に着目し、性分化過程に

発現量が雌雄で異なるタンパク質をプロテオミクスにより同定し、さらに遺伝子欠損マウスを

用いて、そのタンパク質の機能を明らかにする一連の研究を行った。プロテオミクス解析によ

り、Collapsin Response Mediator Protein 4 (CRMP4)が性差蛋白質の１つと同定され、さらに

CRMP4 タンパク質が AVPV の TH 細胞の数の調節に関与していることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Proteomics analysis of protein expression in the sexually dimorphic 
AVPV on postnatal day 1 (PD1; the early phase of sex differentiation) identified collapsin 
response mediator protein 4 (CRMP4) as a protein exhibiting sexually dimorphic expression. 
This sexually differential expression of CRMP4 protein and mRNA in the AVPV was not 
detected on PD6. Next, we used CRMP4-knockout (CRMP4-KO) mice to determine the in vivo 
function of CRMP4 in the AVPV. The number of tyrosine hydroxylase (TH)-ir neurons 
increased in the AVPV of adult female CRMP4-KO mice as compared with the adult female 
wild-type mice. No significant difference in the number of TH-ir neurons was detected 
between sexes or genotypes on embryonic day 15, but a female-specific increase in TH-ir 
neurons was observed in CRMP4-KO mice on PD1. These results indicate that CRMP4 regulates 
the number of TH-ir cell number in the female AVPV. 
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（SDN-POA）などの神経核（性的二型核）が

幾つか存在している。SDN-POA については、

細胞死が神経核の性差を形作るという説が

現在出されている。一方、AVPV については、

神経増殖、神経細胞死、神経細胞移動など幾

つかの原因が出されているが、性差形成メカ

ニズムはまだ不明のままである。 

 
２．研究の目的 

本研究代表者は AVPV での性差形成メカニ
ズムを明らかにするために、本研究を計画し
た。 

げっ歯類の AVPV は、オスに比べてメスの
方が大きく、また神経細胞の密度もメスの方
が多いことが知られている。さらに、AVPVの
内に存在するドーパやドーパミンを合成す
るための酵素（tyrosine hydroxylase, TH）
を細胞内に持つ TH 陽性細胞や、キスペプチ
ンを分泌するキスペプチン細胞も、メスの方
がオスより数が多いことが既に報告されて
いる。これらの AVPV に見られる雌雄差は、
出生前後の性ステロイドホルモンの環境に
よって生み出されることがわかっている。つ
まり、出生前後の時期に、胎仔の精巣から男
性ホルモンが分泌されるオスでは、AVPV が小
さくなり、TH 細胞の数やキスペプチン細胞の
数が減少する。一方、出生前後の時期に性ス
テロイドを分泌しないメスでは、AVPVはメス
型（AVPV が大きく、TH 細胞やキスペプチン
細胞の数が多い）になる。しかし、どのよう
なメカニズムで、AVPV の雌雄差が生じるかは
不明であった。そこで、AVPV で出生前後の時
期（周生期）に雌雄差がある蛋白質に着目し
て、AVPVでの雌雄差形成のメカニズムを明ら
かにしようと考えた。 

 
３．研究の方法 

周生期の AVPV からタンパク質を抽出し、
蛍光標識二次元ディファレンスゲル電気泳
動 解 析 (Two-dimensional difference gel 
electrophoresis, 2D-DEGE)を行った。この
時、AVPV とともに、SDN-POA についても同様
の解析を行った。さらに、AVPVでの性差が決
定した時期（出生後 6日目, PD6）について
も、AVPVならびに SDN-POAについて、2D-DIBE
法による解析を行った。その後、雌雄差が優
位であった蛋白質スポットに関して、質量分
析を行い、蛋白質を同定した。 

次に同定した蛋白質について、それぞれの
mRNAの発現量についてリアルタイム PCR法に
より雌雄差を、AVPV の周生期、PD6 および
SDN-POAの周生期と PD6のサンプルについて、
比較した。 

本研究では周生期の AVPV でのみ発現に雌
雄 差 が 見 ら れ た Collapsoin Response 
Mediator Protein (CRMP)4 に注目し、CRMP4
ノックアウトマウスの脳の AVPV での形態変

化を調べた。方法としては、ニッスル染色、
TH およびキスペプチンに対する抗体を用い
た免疫染色を、8 週齢マウスを用いて実施し
た。さらに野生型マウスと比べて異常がみつ
かった TH陽性細胞については、PD1 および胎
生 15 日の AVPV についても、TH陽性細胞数を
調べた。 
また CRMP4 ノックアウトマウスの性周期、

思春期発来、出生率なども調べ、CRMP4 蛋白
質の欠損によって生殖機能に異常が現れな
いかを検討した。 
 

４．研究成果 
 プロテオミクス解析から、周生期の AVPV
で発現に雌雄差がある蛋白質として、６つの
タンパク質が同定された。このうち、mRNAに
も発現に雌雄差が認められたものは、CRMP4
とインターネキシンであった。CRMP4 は、周
生期の AVPV でのみ、蛋白質スポットおよび
mRNAの発現に雌雄差が見られたが、PD6 では
両者に雌雄差はなかった。また SDN-POAでは、
CRMP4 のスポットと mRNAの両方で、周生期お
よび PD6 共に、雌雄差は認められなかった。  
以上のことから CRMP4 は、周生期のみ AVPV

で発現に雌雄差がある蛋白質であることが
分かった。そこで、CRMP4が性差形成中の AVPV
でどのような機能を果たしているか、CRMP4
ノックアウトマウスを使って調べた。 
(1)CRMP4 ノックアウトに見られた AVPV の性
差について 
 AVPV神経核サイズは、野生型ではメスの方 
がオスより大きく、ノックアウトマウスでも 
メスの方がオスより大きい傾向であった（図
１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また AVPV での神経細胞数は、野生型ではメ
スの方がオスより有意に多かったが、ノック
アウトマウスでも有意にメスの方がオスよ
り神経細胞数が多かった（図 2）。 
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 キスペプチン細胞数について AVPV で調べ
たところ、野生型でもノックアウトマウスで
も、メスの方が有意に多かった。CRMP4 蛋白
質が欠損しても、キスペプチン細胞数には殆
ど変化がなかった（図 3A,3B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 一方、TH ニューロンを調べたところ、野生
型ではこれまでの報告通り、メスの方がオス
より TH 細胞の数が多かった。ノックアウト
マウスでは、TH陽性細胞数はメス＞オスであ
ったが、メスで TH 細胞の数が増えており、
雌雄差は拡大していた（図 4A, 4B）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 CRMP4蛋白質の欠損により TH細胞がメスで
増加するという現象が見出された。そこで、
次に、この現象が発生期のどこで出現するか
を明らかにするために、胎生期および出生直
後の AVPVの TH 細胞数を調べた(図 5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5.野生型および CRMP4 ノックアウトマウス AVPV での

TH細胞数（胎生 15日、PD1、8週齢） 
 その結果、胎生 15 日では野生型および
CRMP4 ノックアウトマウス共、TH陽性細胞数
に雌雄差はなかった。PD1 では、野生型には
雌雄差がなく、胎生 15 日とほぼ同様の細胞
数であったが、CRMP4 ノックアウトマウスで
はメスの TH 細胞数がオスに比べて著しく増
加していた。このことから、CRMP蛋白質の欠
損は、メスの TH 細胞を胎生 15 日から出生ま



 

 

での間に増加させることが明らかになった。 
(2)CRMP4 蛋白質の欠損による生殖機能への
影響 
 野生型および CRMP4ノックアウトマウスの
思春期発来日、膣開口日、性周期（各ステー
ジ）の長さ、出生率を調べた。思春期発来日、
膣開口日、性周期各ステージの長さに、野生
型とノックアウトマウス間に有意な差は見
られなかった。 
 出生率については、ホモノックアウトの出
生率が野生型に比べて低く、特にメスのホモ
ノックアウトマウスの出生率が低かった。 
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