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研究成果の概要（和文）：神経ステロイドは脳内において合成されるステロイドで、末梢内分泌器官と同様に生理活性
を示す。近年網膜においても種々のステロイドが合成されることが報告され、神経ステロイドが網膜の神経細胞の発達
と分化およびその機能調節に重要な役割を果たすことが示唆されている。本研究では、網膜で産生される神経ステロイ
ドが、網膜の発生と視機能調節にどのように関与しているのかを明らかにするために、ステロイド代謝酵素のうち、ア
ンドロゲンやプロゲステロンの代謝に関与する酵素である5α-リダクターゼおよび5β-リダクターゼの特異抗体を作製
し、ラット網膜におけるこれら酵素の局在を免疫組織学的に検討した。

研究成果の概要（英文）：Neurosteroids are synthesized from cholesterol or other steroidal precursors in th
e central nervous system. Recent studies have shown that neurosteroids are produced in the retina and affe
ct neuronal functions by modulating neurotransmissions. However, it is unclear where the steroid metaboliz
ing enzymes are located in the retina and how they contribute to the retinal physiology. The enzymes 5alph
a-reductase and 5beta-reductase catalyze the transformation of testosterone and progesterone into 5alpha-r
educed and 5beta-reduced metabolites, respectively. Among androgens, 5alpha-dihydrotestosterone, which is 
produced from testosterone by the enzyme steroid 5alpha-reductase, is more potent androgenic effects than 
testosterone. Here, we investigated the localization of the steroid metabolizing enzymes in the rat retina
 by using immunohistochemistry with specific antibodies.

研究分野：

科研費の分科・細目：

解剖学、神経内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
 ステロイドホルモンは、内的要因および外
部刺激などの外的要因に反応して副腎や生
殖器などの末梢内分泌器官で分泌され、血行
性に全身の標的器官に送られ生体内の恒常
性維持などの生理作用を発揮する。ステロイ
ドは、標的細胞内にあるステロイド受容体と
結合し、核内に移行した後にホルモン応答エ
レメントと呼ばれる DNA の特定の塩基配列
と結合し、目的の遺伝子に作用してその生理
機能を発揮する。これまでに、脳内において
も、末梢内分泌器官と同様に、プログネノロ
ン、デヒドロエピアンドロステロン、プロゲ
ステロンなどの生理活性を示すステロイド
が合成されることが報告され、神経ステロイ
ドとして知られるようになった。神経ステロ
イドのうち、プロゲステロンを基質として生
合成されるアロプレグナノロンは従来知ら
れている細胞内のステロイド受容体と結合
せず、細胞膜に存在する GABAA 受容体と結
合し、抗不安、鎮静、鎮痛などの神経抑制作
用を示し、また胎生期には GABAA 受容体を
介してスパイン新生、樹状突起の伸長、シナ
プスの形成などの神経細胞の増殖作用を示
すことが分かっている。」さらに近年、グル
タミン酸による興奮毒性に対してグルココ
ルチコイドが神経保護作用を示すことや、エ
ストロゲンが脳虚血後の細胞死の抑制やア
ルツハイマー病の発症を抑制することから、
神経変性疾患での神経ステロイドによる神
経保護作用が大きな注目を集めている。 
 網膜におけるステロイドの産生について
は以前から示唆されているが、ほとんど研究
が進んでおらず、コレステロールからプレグ
ネノロンを合成するコレステロール側鎖切
断酵素が神経節細胞に存在することが報告
されている程度である。網膜は、視覚機能を
つかさどる感覚器としての側面を持つ一方、
発生学的には外胚葉に由来する中枢神経系
の一部でもあることから網膜においてもこ
こで合成されるステロイドが網膜内の神経
細胞に対して脳と同様な作用を示すことが
推測される。実際、虚血性網膜症や緑内障で
みられる一過性の興奮毒性による神経細胞
死において、プロゲステロン、デヒドロエピ
アンドロステロン、エストロゲンなどのステ
ロイドがグルタミン酸濃度を調節すること
によって神経細胞死の進行を遅延させたり、
光傷害によって生じた視細胞の細胞死に対
してグルココルチコイドが保護作用を示す
など、網膜内での神経細胞死に対する保護作
用が報告されている。 
 しかしながら、網膜において、神経ステロ
イドがいつ、どの細胞で合成されているのか
についての形態学的な研究は非常に少なく、
神経ステロイドが単一の細胞内で合成され
るのか、近隣する細胞の相互連絡によって合
成されるのか、また網膜内で合成されるステ
ロイドの機能についても十分には解明され
ていない。 

  
２．研究の目的 
 網膜において胎生期から生後および成熟
期、老齢期に至る一連の発生過程における神
経ステロイド代謝酵素の局在および経時的
発現量の変化を組織学的手法、分子生物学的
手法を用いて調べ、さらに RNAi 法とよばれ
る標的遺伝子の発現を抑制させて遺伝子の
機能を解析する手法により、一連の発生過程
での網膜神経細胞、グリア細胞に対するステ
ロイド代謝酵素の機能を統合的に解析する
ことを目的としている。 
 網膜における神経ステロイドが、網膜にあ
る６種類の神経細胞とグリア細胞であるミ
ュラー細胞のうち、いつ、どの細胞で合成さ
れているかについての形態学的な研究は非
常に少ない。これら一連のステロイド代謝経
路の場を明らかにすることは、網膜内に存在
する神経細胞とグリア細胞の間におけるス
テロイド合成に関する役割を解明するだけ
でなく、神経ステロイドの視機能調節に果た
す役割の解明にもつながる。 
 RNAi 法は、相補的な二本鎖 RNA を用い
ることによって、細胞や生体内の特異的な標
的 mRNA を分解することにより、コードさ
れているタンパク質の発現をノックダウン
して遺伝子の機能を解析する方法である。通
常、遺伝子の機能阻害の研究には機能欠損型
の遺伝子を導入することでノックアウト動
物を作成しなければならなかったが、RNAi
法の開発により、標的遺伝子の塩基配列情報
さえあれば siRNA を化学合成し、トランス
フェクション法などで細胞、組織内に導入す
ることで比較的簡便な方法で遺伝子の機能
を調べることが可能となった。この手法を用
いて、それぞれのステロイド代謝酵素の発現
を抑制することにより、網膜内で合成される
神経ステロイドの、網膜神経細胞とグリア細
胞に対する発生過程における役割、視機能調
節にはたす役割を解析する。 
 
(1). 網膜においてステロイドが代謝される
一連の経路の局在を明らかにするために、ス
テロイド代謝酵素の発現を特異抗体による
免疫組織化学と in situ hybridization 法を用
いて、組織学的に解析する。また、網膜内の
酵素の発現量の変化についても、ウエスタン
ブロットおよび real time PCR を用いて解析
する。 
 
(2). 胎生期から生後早期および成熟期、老齢
期に至る発達過程に伴うステロイド代謝酵
素の発現の変化、および合成される神経ステ
ロイドを調べる。 
 
(3). RNAi法を用いて、発生過程における各々
のステロイド代謝酵素の発現を抑制するこ
とにより、網膜内で合成される神経ステロイ
ドの、発生過程における網膜組織形成に対す
る役割、視機能調節に果たす役割を解析する。 



 
 
３．研究の方法 
 本研究では、網膜において産生される神経
系ステロイドの一連の代謝経路をステロイ
ドの一連の代謝経路を、ステロイド代謝酵素
の局在と発現動態を統合的に解析すること
によって、網膜の発生とし機能調節に神経ス
テロイドがどのように関与しているのかを
明らかにすることを目的としている。さらに、
網膜変性疾患のモデル動物などを用いて、網
膜変性過程におけるステロイド代謝酵素の
発現と変化を調べ、正常網膜と比較解析する。
このような目的のために、ステロイド代謝酵
素特異抗体を用いた組織化学的手法、および
ウエスタンブロットなどの分子生物学的手
法を駆使して研究を行う。さらにステロイド
代謝酵素の遺伝子機能の解析には、近年広く
用いられるようになった強力な遺伝子解析
法である RNAi 法を用いて行う。 
 
(1). 各種ステロイド代謝酵素特異抗体の作
製、およびその特異性の検討 
 ステロイド代謝経路に関与する酵素のう
ちアンドロゲンやプロゲステロンの合成・代
謝に関与する酵素である1型5α-リダクター
ゼ、２型 5α-リダクターゼ、および 5β-リ
ダクターゼの特異抗体を作製する。免疫した
ウサギから得られた血清を、アフィニティ精
製して抗体を得る。得られた抗体は、ウエス
タンブロットにより特異性の検討を行う。ウ
エスタンブロットには、ラット肝臓、精巣な
どの組織ホモジネートをサンプルとして用
いる。またそれぞれのステロイド代謝酵素を
発現するベクターを作製し、COS-1 培養細胞
にトランスフェクションを行い、各種酵素を
強制発現させて得た細胞抽出物をサンプル
として用いる。 
 
(2). 各種ステロイド代謝酵素の網膜内にお
ける局在および発現時期の検討 
作製した各種ステロイド代謝酵素に対する
特異抗体を用いて免疫組織学的にラット正
常網膜での局在について検討する。免疫陽性
細胞については網膜内の各種神経細胞およ
びグリア細胞であるミュラー細胞のマーカ
ーとなるマウスモノクローナル抗体を用い
て蛍光二重染色により細胞を同定する。 
発現時期の検討については、生後から成熟期
のラット網膜から total RNA を抽出し、
RT-PCR 法により mRNA の発現を調べる。 
 
 
４．研究成果 
(1). 本研究期間に得た抗ステロイド代謝酵
素抗体は、アンドロゲンやプロゲステロンの
合成・代謝に関与する酵素である 1 型 5α-
リダクターゼ、２型 5α-リダクターゼ、およ
び 5β-リダクターゼ抗体であり、それぞれの
抗体の特異性についてウエスタンブロット

法を用いて検討した。 
 
① 5β-リダクターゼ 
ラット肝臓組織の抽出タンパクをサンプル
としてウエスタンブロット解析を行った。一
次抗体として作製した 5β-リダクターゼ抗
体と免疫前血清を用いたところ、5β-リダク
ターゼ抗体を使用したレーンにのみ単一の
バンドが検出された。 
COS-1細胞に5β-リダクターゼ発現ベクター
とコントロールとしてベクターのみをトラ
ンスフェクションし 24 時間後に回収した細
胞抽出液をサンプルとしてウエスタンブロ
ット解析を行った（一次抗体として 5β-リダ
クターゼ抗体を用いた）。5β-リダクターゼ
発現ベクターを強制発現させた細胞で分子
量 35kDa 付近に単一のバンドが認められた。 
ラット肝臓組織、COS-1 培養細胞を用いた２
つの解析結果とも、5β-リダクターゼ抗体は、
同じ高さの位置（分子量）に単一のバンドを
検出した。 
 
② 5α-リダクターゼ 
アンドロゲンやプロゲステロンの合成・代謝
に関与する酵素である5α-リダクターゼは1
型、２型の２つのアイソザイムが存在し、そ
の塩基数、分子量も非常に近い。抗体の特異
性およびそれぞれのアイソザイムとの交差
性の確認のため、GFP 発現ベクターにそれぞ
れのステロイド代謝酵素の遺伝子を導入し、
GFP との融合タンパクを発現する系を作製し、
これをCOS-1培養細胞に発現導入して得られ
た細胞抽出液をサンプルとしてウエスタン
ブロット解析を行った。 
1型 5α-リダクターゼ抗体を用いた解析では、
1型5α-リダクターゼ-GFPを強制発現させた
細胞でのみ単一のバンドが検出された。2 型
およびGFPを発現させた細胞ではバンドは認
められなかった。 
2型 5α-リダクターゼ抗体を用いた解析では、 
2型5α-リダクターゼ-GFPを強制発現させた
細胞でのみ単一のバンドが検出された。1 型
およびGFPを発現させた細胞ではバンドは認
められなかった。 
それぞれの抗体での検出の後、メンブレンか
ら抗体を除去後、GFP 抗体により、それぞれ
1型、および 2型 5α-リダクターゼ-GFP 融合
タンパクの発現についても確認した。 
 
以上の結果は、作製した 5β-リダクターゼ抗
体、1型および 2型 5α-リダクターゼ抗体は
それぞれに特異的な抗体であることを示唆
し、これによって抗体を用いた免疫組織化学
法により各種ステロイド代謝酵素の網膜に
おける発現、局在等を明らかにすることが可
能となる。 
 
(2). アンドロゲンやプロゲステロンの合
成・代謝に関与する酵素である 1型 5α-リダ
クターゼ、２型 5α-リダクターゼ、および 5



β-リダクターゼについて、作製した特異抗
体を用いて免疫組織学的に成熟および生後
の発達過程におけるラット網膜における局
在について検討を行った。 
 
① 5β-リダクターゼ 
ラット正常網膜における 5β-リダクターゼ
陽性反応は、成熟ラットではグリア細胞であ
るミュラー細胞および視細胞に認められ、こ
れらの陽性反応は、生後 2週頃から継続して
観察された。また、生後 1日の未成熟な網膜
の神経節細胞層に 5β-リダクターゼの陽性
反応が認められ、神経節細胞の陽性反応は生
直後から３週頃まで観察され以後次第に減
少した。内顆粒層のアマクリン細胞にも陽性
反応が 2週から３週で認められたが、神経節
細胞と同様に３週以後減少した。 
 
② 5α-リダクターゼ 
成熟ラットの網膜において、1型 5α-リダク
ターゼは視細胞層の外節から神経節細胞層
にかけて広い範囲で陽性反応を示した。一方
2型 5α-リダクターゼは視細胞層の内節、外
顆粒層、内顆粒層、内網状層、神経節細胞層
に1型5α-リダクターゼ陽性反応とは一部異
なる反応を示した。また、1 型および 2 型 5
α-リダクターゼとも生後 1 日の未成熟な網
膜の神経節細胞層や顆粒細胞層に陽性反応
が認められ、これらの陽性反応は生直後から
2 週まで観察された。生後３週以後では成熟
ラット網膜とそれぞれ同じ発現パターンを
示した。 
 
これらの結果から、5β-リダクターゼ、1 型
および2型5α-リダクターゼによって代謝さ
れる神経ステロイドが、脳内と同様に様々な
神経機能の調節に関与していることが示唆
された。現在、その他のステロイド代謝経路
に関与するすべての酵素についてステロイ
ド代謝の場、さらに産生されるステロイドに
ついての研究を継続的に進めており、これに
よって網膜における神経ステロイドの機能
的役割を明らかにすることは今後の網膜変
性疾患などの神経変性疾患の研究につなが
る基礎的研究として重要な意義があると考
える。また、これまで得られた研究データを
基に現在、網膜における RNAi 法を用いた実
験系を確立しているところである。 
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