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研究成果の概要（和文）： ステロイドホルモンは発生過程のあらゆる段階において、可逆的あるいは不可逆的に作用
する。その作用は個体の生物学的環境適応化を考える上で、興味深い現象のひとつである。ステロイドホルモンは中枢
神経系の機能発現にも重要な役割を担っている。げっ歯類において、脳の機能的な性差は周生期にエストロゲンが働く
ことにより行われる。一方、アロマターゼの発現も周生期に一過性に増加し、その発現調節のプログラムは脳の性分化
と深く関わっていると考えられる。今回の研究では脳の性分化のメカニズム解明の一環として、アロマターゼ遺伝子の
脳特異的発現制御に関与する転写因子の解析を行った。

研究成果の概要（英文）： Steroid hormones act reversibly or irreversibly in every developmental stage. Wit
h regard to the biological environmental adaptation of an organism, the action of the steroid is one of th
e most interesting phenomena. The steroid hormones take important role that is to function expression of c
entral nervous system. In rodents, the substantial sex differences of the brain are performed by estrogen 
action in a perinatal period. Meanwhile, since the expression of aromatase gene increases transiently in a
 perinatal period, it is conceivable that the program of the transcriptional regulation of aromatase gene 
is deeply concerned with the sexual differentiation of the brain. In this study, to elucidate of the sex d
ifferentiation of the brain, I analyzed the transcription factors that take part in the control of the bra
in-specific expression of the aromatase gene.
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１．研究開始当初の背景 

 ステロイドホルモンは発生過程から成熟

後のあらゆる段階において、可逆的あるい

は不可逆的に作用し、中枢神経系の機能発

現にも重要な役割を担っている。その作用

は、個体の生物学的環境適応化を考える上

で、興味深い現象のひとつである。ステロ

イドホルモンの一種であるエストロゲンは

アロマターゼにより生合成される。本酵素

は脳や性腺に存在しており、特に脳内アロ

マターゼの重要な機能のひとつは、周生期

に精巣より分泌されたアンドロゲンを脳内

でエストロゲンに変換することである。こ

の時期にエストロゲンが働くことにより、

脳の神経回路は不可逆的に雄型に構築され

る。一方、アロマターゼの発現も周生期に

視床下部、視索前野等で一過性に増加し、

その発現調節のプログラムは脳の性分化と

深く関わっていると推測される。脳の性分

化のメカニズム解明のためには、アロマタ

ーゼ遺伝子の脳特異的発現制御に関与する

転写因子の解析が必要であると考えられ

た。 

 

２．研究の目的 

 齧歯類のアロマターゼ遺伝子には、脳と性

腺で異なるエキソン１とプロモーター領域

が存在し、それぞれのプロモーターによって

組織特異的な転写制御を受けている。申請者

は、脳の性分化に関与するアロマターゼの神

経細胞、性中枢領域、および時期特異的発現

機構を明らかにするため、マウス胎仔間脳部

の神経細胞やトランスジェニックマウスを

用いて、脳特異的プロモーターの解析を行っ

てきた。これら一連の研究過程で得られた知

見を利用し、脳内アロマターゼの発現制御を

担うシスエレメントに相互作用する転写因

子の機能解析を目的として実験を計画した。  

 本研究の目的は、脳の発生過程で機能する

転写因子群によるアロマターゼ遺伝子の発

現制御を、総合的に理解することである。 

 

３．研究の方法 

 Deaf1 によるアロマターゼ遺伝子の脳特

異的転写制御メカニズムを解明するため、

Lhx2およびDeaf1タンパク質の様々な変異

体の特性を解析することにより、詳細な機

能ドメインの同定を行った。Lhx2 および

Deaf1 タンパク質の変異体発現ベクターは、

PCR などの遺伝子工学的手法を用いて作成

した。また、それら Lhx2 あるいは Deaf1

変異体によるアロマターゼ脳特異的プロモ

ーター活性への影響は、COS7 細胞を用いた

レポーターアッセイにより調べた。 

これらのタンパク質が共同で働くためには、

タンパク質間の結合が必要である。野生型

の Lhx2 と Deaf1 が相互作用することは、現

在までの研究において確認されているので、

この相互作用に必要な領域がタンパク質の

どこに存在しているかを決定するために、

免疫沈降を利用した実験を行った。すなわ

ち、Lhx2 あるいは Deaf1 タンパク質の野生

型あるいは変異体タンパク質の cDNA を培

養細胞にて発現させて細胞抽出液を得た。

この抽出液をサンプルとして免疫沈降反応

し、共沈したタンパク質をウエスタンブロ

ットにて検出することで、タンパク質間相

互作用に関わる領域の解析を行った。 

 

４．研究成果 

 アロマターゼ遺伝子の脳特異的プロモータ

ーに存在するシスエレメントのうち、aroBサ

イトに結合する核内因子として単離したLhx2

は、limドメインと、DNA結合活性を持つホメ

オドメインの２つの特徴的なドメインから成

る転写因子である。まず、Lhx2の転写活性化

機能を詳細に調べる目的で、Lhx2の欠損変異

体を用いて実験を行った。Lhx2の発現プラス

ミドとして野生型(pCI-Lhx2)、アミノ酸

234-380を欠失した変異体(pCI-Lhx2-lim)、お



よびホメオドメインを含むアミノ酸148-406

の変異体(pCI-Lhx2-homeo)を作製した。アロ

マターゼ脳特異的プロモーターの上流を含む

レポータープラスミド(pGL4-AR-N1-Luc)と発

現プラスミドをCOS-7細胞にリポソーム法に

てコトランスフェクトして、ルシフェラーゼ

アッセイを行った。pCI-Lhx2は

pGL4-AR-N1-Lucからのルシフェラーゼ活性を

用量依存的に増加させた。この活性はプロモ

ーター内に存在するaroBサイトに変異を導入

したレポーターでは認められないため、野生

型Lhx2の転写活性化はaroBサイトを介して行

われることが確認された。また、

pGL4-AR-N1-LucをpCI-Lhx2-lim、または

pCI-Lhx2-homeoと共にコトランスフェクトし

た結果、pCI-Lhx2-limでは転写活性化は認め

られなかったが、pCI-Lhx2-homeoでは野生型

と同様の転写活性化を認めた。この結果は、

ホメオドメイン近くに転写活性化に関与する

ドメインも存在しており、limドメインは転写

活性化には必ずしも必要でないことが明らか

となった。 

 aroBサイトに結合するLhx2の転写活性化能

は、それ単独ではあまり効果的ではない。Lhx2

は、そのコファクターと考えられるDeaf1と相

互作用して高い転写活性化を示す。培養細胞

におけるレポーターアッセイにおいて、Deaf1

のみでは転写活性化はほとんど生じない。ま

た、胎仔間脳部の初代神経細胞を用いたsiRNA

実験において、Lhx2をノックダウンすると、

内因性のアロマターゼの発現が抑えられるこ

とから、Deaf1による転写増強はLhx2 を介し

て行われると考えられた。脳特異的なアロマ

ターゼの転写制御にDeaf1が関与している事

を考慮し、Deaf1タンパク質の様々な変異体を

作成して転写活性化能の測定による機能ドメ

インの同定を行った。種々のDeaf1のミュータ

ントをのなかで、Deaf1-mutBC（アミノ酸残基

150-471）は野生型と同程度にLhx2の転写活性

化を増強した。Deaf1-mutBCから、さらに

150-234のアミノ酸領域を欠損させると転写

活性増強能が減少することから、この領域が

Lhx2を介した転写活性増強に関わっていると

考えられた。 

一方で、Deaf-1の転写活性化領域を同定する

ために、GAL4/UASシステムを用いて様々な

Deaf1断片の転写活性化能を調べた結果、アミ

ノ酸残基1-149や374-450などの複数の領域に

転写活性化能が存在することが明らかとなっ

た。しかしながら、先の実験系にて、Lhx2を

介した転写活性の増強を認めたDeaf1-mutBC

フラグメント（GAL4DBD-mutBC）には、GAL4/UAS

システムでは転写活性化が認められなかった

。この系において、GAL4DBD-mutBCと同時に

Lhx2発現ベクターをコトランスフェクトする

と転写活性化が認められるようになった。こ

れらの結果は、Deaf1とLhx2のタンパク質間相

互作用によって引き起こされるタンパク質高

次構造上の変化が、転写活性化に必要である

事を示唆する。 

 上記のごとく、Deaf1はaroBサイトへ結合し

たLhx2と相互作用することで、協同的に転写

制御を行う。Deaf1の機能的領域は、Lhx2との

相互作用に必要な領域や転写活性化能を有す

る複数の領域など、いくつかの機能的部分が

存在すると考えられた。しかしながら、N末端

あるいはC末端からの単純な欠損ミュータン

トでは、機能に必要なアミノ酸部分が欠失す

ると、それ以上の欠損変異体はもはや機能し

ないので、どのアミノ酸領域までが必要であ

るかを調べることができない。そこで、Deaf1

タンパクの様々な内部の欠損変異体を、PCR

法を用いて作成し、その特性を解析すること

により、より詳細なDeaf1の機能ドメインの解

析を行った。すると、アミノ酸148～234、189

～234、および235～292番目の領域が欠損した

内部欠損変異体において、転写活性化能の低

下が見られることが明らかとなった。一方、

Deaf1タンパク質の変異体において、N末150

から234番目まで欠損すると、Deaf1とLhx2 の



相互作用も消失することから、2つの因子のタ

ンパク質間相互作用に必要な部位は、アミノ

酸領域150～234にあると考えられた。これら

の結果を考慮すると、Lhx2との相互作用依存

的な転写活性増強に必要なDeaf1の機能ドメ

インは、アミノ酸189～292番目の領域に集ま

って存在していることが示唆される。 

 最終年度はDeaf1の翻訳後修飾による機能

制御についても検討した。申請者は、Deaf1

が SUMO 化修飾因子の１つである Ubc9 と相互

作用することを現在までの研究にて確認し

ている。SUMO 化は、細胞内局在の変化や転写

制御など、様々な細胞内イベントに関与する

ことが知られている。一次構造の解析により、

Deaf1 には、SUMO 化される可能性のあるコン

センサス配列が３カ所存在していた。この３

カ所に人為的な変異（Lys→Arg）を導入し、

SUMO化が生じない変異Deaf1の発現プラスミ

ドを作成して、その転写活性化能の有無を解

析した。しかしながら、これらの変異 Deaf1

の Lhx2 を介した転写活性化能は、野生型の

それに比べてほとんど変化しなかった。

Deaf1の機能とSUMO化との関係性については

今後更なる検討が必要になると考えられる。 
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