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研究成果の概要（和文）： 

雌マウス副腎皮質では、その最内層の副腎髄質との境界領域において、コルチコステロン合

成酵素を発現しない層が存在することを見出した。この層においては CYP11B1/B2、及び CYP21

の発現を認めなかったが、プロゲステロン産生に至るまでのステロイドホルモン合成酵素群は、

調べた限りにおいて全て発現していた。又、この層はアロマターゼ欠損の雌マウスにおいては

見出されなかったことから、この層の形成におけるエストロゲンの関与が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

  In the adrenal cortex of female mice, we found the zone in which CYP11B1/B2 and CYP21 

could not be detected.  This zone is contiguous to adrenal medulla.  In the zone, steroid 

hormone producing enzymes which are involved in the production of progesterone were 

expressed.  In aromatase-deficient female mice, the contiguous region to adrenal medulla 

expressed CYP11B1(/B2), suggesting the role of estrogen in the formation of this zone.  
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１． 研究開始当初の背景 

 
副腎皮質と性腺は、哺乳動物における主要

なステロイドホルモン産生器官であり、研究
代表者は両原基が共通の原基から分化する
ことを見出した。性腺原基は精巣、卵巣へ分
化し、著しい性差を生じるが、もう一方の副
腎皮質における性差の研究報告はごく限ら

れており、副腎皮質のステロイドホルモン産
生における雌雄の違いに関しては、殆ど明ら
かにされていない。 
 
 
２． 研究の目的 

 
本研究は、これまで殆ど明らかにされてい
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ない副腎皮質のステロイドホルモン産生に
おける雌雄の違いを見出す目的で行った。 
雄、雌マウス副腎におけるコルチコステロ

ン合成酵素の組織分布を調べたところ、性成
熟雌マウスにおいて、副腎髄質との境界領域
に、コルチコステロン合成酵素を発現しない
層が存在することを見出した。この層は、同
週齢の雄マウスには存在しなかった。そこで、
この層における他のステロイドホルモン産
生酵素群の発現解析を行うとともに、この性
差の形成機序と役割を調べる目的で、雄、雌
副腎におけるステロイドホルモン含有量や、
エストロゲン合成酵素である aromatase の
欠損マウスにおける影響、培養細胞を用いて
エストロゲンがステロイドホルモン産生酵
素群の発現へ影響するかについて解析した。 
 
 
３．研究の方法 

 
免疫組織化学法 
マウス副腎の凍結切片(6μm)を、種々のス

テロイドホルモン合成酵素群（CYP11A, 
3beta-HSD, CYP21, CYP11B1/B2 等）に対する
ウサギ抗体と Cy3 標識抗ウサギ 2次抗体で赤
色に可視化し、同時に、副腎髄質特異的な
tyrosine hydoroxylase に対するマウス抗体
と Alexa488 標 識 抗 マ ウ ス 2 次 抗 体
(Molecular probes)で副腎髄質を緑色に可視
化した。 
 Aromatase 欠損マウスについても同様の
解析を行った。Aromatase 欠損マウスは、藤
田保健衛生大学・原田信広教授より御供与い
ただいた。 
 
培養細胞におけるステロイドホルモン合成
酵素群 mRNAs の発現へのエストロゲンと
forskolin の影響 
 H295R 細胞（ヒト副腎皮質球状層由来）に
おいて、エストロゲン（17beta-estradiol, 
100 nM）、及び/もしくは、forskolin(20μM)
添加後、12 時間後に mRNA を抽出（Qiagen, 
EZ1-kit）、cDNA 作成(Roche, Transcriptor)
の後、リアルタイム PCR 法(Invitrogen, 
Express-Syber ER)で、内在性のステロイド
ホルモン合成酵素 mRNAs発現への影響を調べ
た。 
 
ステロイドの抽出と定量 
 マウス副腎と血清からクロロホルムを用
いてステロイドを抽出した。内部標準として
DOCA とデキサメサゾンを加えた。その標品を 
順相セップカラムを１回、逆相セップカラム
を２回通して、ステロイドを分画した。更に
HPLC（Shimazu（LC-20AD））による分画を行
った後、マススペクトル法で計測した。マス
スペクトル法は APCI-LC/MS（Atmospheric 

Pressure Chemical Ionization : 大気圧イ
オン化） 法を用いた。ステロイドの同定と
定量は、クロマトグラム保持時間とマススペ
クトル分子量ピークからステロイドの同定
を行い、そのピーク面積の測定から定量を行
った。 
 
 
４．研究成果 

性成熟・未交尾雌マウスにおいては、副腎

皮質と髄質との境界領域に、雄には存在しな

い X-zone が存在するが、本研究では、この

領域にほぼ相当して、プロゲステロン産生に

至る酵素群（CYP11A や 3beta-HSD 等）は発

現するが、コルチコステロン産生に関与する

CYP11B1/B2 や CYP21 を発現しない層を見出

した。この層は同週齢の雄マウスには存在し

なかった。この結果は、この層においてプロ

ゲステロン産生が行われていることを示唆

するものであった。そこで、実際の副腎内プ

ロゲステロン量をマススペクトル法で計測

したところ、雌マウス副腎は雄マウス副腎に

比べて、プロゲステロン量が多い結果を得た。

又、未交尾雌マウス副腎におけるプロゲステ

ロンは妊娠雌マウス副腎より多い結果を得

た。 

一方、aromatase 欠損マウスにおいては、

雌マウス副腎皮質におけるこの層が見出せ

ず 、 副 腎 髄 質 に 隣 接 す る 領 域 ま で

CYP11B1(/B2)が発現していた。この結果は、

この層の形成には、エストロゲンが関与する

ことを強く示唆した。 

そこで、培養細胞（ヒト副腎球状層由来 

H295R 細胞）において、エストロゲン

（17beta-estradiol）添加による、内在性の

ステロイドホルモン合成酵素 mRNA 発現量へ

の影響をリアルタイム PCR法で調べたところ、

エストロゲン単独投与ではコルチコステロ

ン合成に関与する CYP11B1 mRNA 量が増加す

るが、エストロゲンに加えて forskolin を添

加したところ、CYP11B1 mRNA 量は減少した。

一方、CYP11A, 3beta-HSD, CYP11B2 mRNAs に

おいては、エストロゲン添加による大きな変

化を認めなかった。これらの結果は、女性ホ

ルモンであるエストロゲンが、cAMP 上昇時

（糖質コルチコイド合成刺激時）において、

コルチコステロン産生を減少させることを

示唆しており、雌マウス X-zone にほぼ相当

してコルチコステロン合成が行われないこ

とへの関連が示唆された。 

これらの結果によって、マウス副腎皮質に
おけるステロイドホルモン産生に雌雄差が
存在することが明らかになった。 
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