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研究成果の概要（和文）：神経系の発達臨界期における性差形成のメカニズムと、性分化が進んだ成熟期における行動
の性差を生み出す回路、および行動入力の形態科学、ならびに性ホルモン受容体の分子イメージングを行った。行動の
性差には臨界期におけるヒストンアセチル化などのエピジェネティックス機構間に階層性が存在し、また性ホルモン受
容体の機能活性は臨界期ステージによって神経系の構造形成と行動相関を必ずしも一致させないことをはじめ、性行動
の出力相の神経回路や性ホルモン依存的感覚（痒覚）のシナプス様相の解明、性ホルモン受容体の分子相関などを明ら
かにした。これらから、特定の分子を基盤に性差をもたらす行動神経内分泌機構の解明がなされた。

研究成果の概要（英文）：The project was to pursue the mechanism of sexual difference at developing as 
well as adult stages from molecular, cellular, neuronal circuit, and behavioral levels. At the developing 
stage epigenetic mechanism including histone acetylation was sequentially regulated and androgen receptor 
activation/inactivation influenced the sexual behavior at phase specific regardless of apparent 
histological differences of neuronal tissue. Female sexual behavior, lordosis in particular, was 
controled by specific neuronal connection between midbrain and medulla oblongata by using glutamate 
neurotransmitter and gastrin releasing peptide which controls female itching behavior was identified as 
peculiar synaptic structure in the principal sensory nucleus of trigeminal nerve and posterior horn of 
spinal cord by using 3D analysis. Molecular interaction between estrogen receptor and transcription 
factor, estrogen related receptor, was visualized by imaging method, suggesting ligand specific 
regulation.

研究分野：総合領域

キーワード： 性分化　性ホルモン分子　モニターニューロン　イメージング　エピジェネティック　性行動　シナプ
ス　臨界期
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１．研究開始当初の背景 

  脳と脊髄には形態学的な性差が存在する。
とくに、神経内分泌システムには、その構成
回路、神経核の大きさ、細胞数、シナプスの
多寡など、構造的な雌雄差が見られる。一方、
勃起・射精を中心とする雄性行動、雌の性行
動や性周期発現をはじめ、雌雄に特有の行動
システムの性分化が認められる。これらの構
造・機能的性差は、性決定遺伝子などの遺伝
因子に加え、出生前後の臨界期に一過性に精
巣から分泌されるアンドロゲン作用を受け
るか否かの環境因子によって、細胞死の誘導
など不可逆的に構築されることが示されて
おり、性ステロイド分子とエピジェネティッ
ク制御因子の相互関係が注目されている。研
究代表者らは、視床下部と脊髄において、新
たな神経核と性機能特異的なニューロン系
を発見し、そのいずれもが明瞭な雌雄差や性
ホルモン受容体を有し、性行動や内分泌系に
おける重要な入出力調節に関わっているこ
とを明らかにした。これらの発見は、中枢神
経系において従来より報告されている領域
以外にも、性差を示し、生殖・内分泌機能に
関与する責任部位が存在することを新たに
示したものである。しかしながら、研究代表
者らが同定したニューロン系を含め、発達臨
界期においてこれらのシステムがどのよう
なメカニズムで形成され、構造的雌雄差を示
すのか、また、成熟後に性差行動を担うニュ
ーロン系の連鎖のなかでどのように位置づ
けられ、各領域間のどこにどのような主導的
役割があるのかという問題は解決されてお
らず、この領域階層性を明らかにすることが
強く求められている。本研究では、神経系の
性差回路形成の臨界期において、性ホルモン
分子とエピジェネティック機構の相互作用
を明らかにするとともに、成熟期における性
差行動を制御する神経ネットワークの動作
メカニズムの解明を目的とする。 

２．研究の目的 

（１）性差形成メカニズムの解明（エピジェ
ネティック作用と雄性性行動と胎児期のア
ンドロゲン受容体と雄性性行動）：脳の性差
は脳形成過程の限られた時期（臨界期）に精
巣から一過的に分泌されるアンドロゲンの
作用を受けるか否かで恒久的に構築される。
この分子メカニズムは明らかになっていな
い。私たちの研究グループは、出生前後の脱
アセチル化酵素によるヒストンアセチル化
状態の性差制御が脳の性分化に重要な働き
を果たす事を明らかにした。本研究では、脳
の性分化過程の出生前後から成熟後までの
時間軸の中で、ヒストンアセチル化と DNA メ
チル化といった、異なるエピジェネティック
機構がどのように相互作用することで、脳の
性分化が成し遂げられるのかの解明を試み
た。アンドロゲンの代謝経路には、テストス
テロンがジヒドロテストステロン（DHT）に
なる経路と、芳香化酵素によりエストラジオ

ールになる経路が存在し、DHT はアンドロゲ
ン受容体（AR）に、エストラジオールはエス
トロゲン受容体（ER）にそれぞれ作用する。
出生後、雌にエストラジオールを投与すると
脳が雄性化し雄性性行動を示すが、テストス
テロンと芳香化酵素の阻害剤の同時投与で
は雄性化は起こらない事から、神経系の雄性
化は芳香化されたアンドロゲンが ER に作用
して起こると考えられている。本研究では、
AR が性行動の雄性化に関与する時期を明ら
かにすることを目的とした。 

（２）ステロイドホルモンのモニターニュー
ロン下における神経機構の解明（雌性性行動
（ロードーシス）に関わる神経系の探索と痒
みの神経経路とそのシナプス構造の解析）：
げっ歯類雌は発情期レベルのエストロゲン
存在下において、雄の交尾刺激に対してペニ
スを挿入しやすくするよう背部を彎曲させ
る行動（ロードーシス）を起こすが、エスト
ロゲン非存在下では起こさない。この事はエ
ストロゲンのモニターニューロンからの刺
激がロードーシス制御神経回路のスイッチ
の ON/OFF を調節する可能性を示している。
雄の交尾刺激は雌の延髄網様体の巨大細胞
核（Gi）や中脳中心灰白質（PAG）まで上行
し、これらの部位で処理された情報がロード
ーシスを起こす筋肉まで下行すると考えら
れている。本研究では、ロードーシス制御に
関わるPAGの神経細胞の特性を明らかにする
ことを目的とする。行動神経内分泌の形態科
学基盤のひとつとして、体性感覚神経系にお
け る 神 経 内 分 泌 調 節 に 着 目 し た 。
gastrin-releasing peptide (GRP)とその受
容体は脊髄においてGRP系が雄優位の性的二
型を示し、雄性性機能中枢であることを報告
してきたが、一方、同じ脊髄で異なるポピュ
レーションのGRP受容体が痒み感覚の伝達に
関与することが見出された。しかし、そのリ
ガンドであるGRPの感覚神経系における発現
の詳細は不明であり、特に顔面口腔の感覚を
伝達する三叉神経知覚領域における発現は
知られていない。成熟ラットの三叉神経知覚
系におけるGRPの発現と投射先を脊髄知覚神
経系と比較し、痒み伝達神経回路の解明を目
的とした。さらに、各種電子顕微鏡を用いて
痒みの伝達に関わるシナプス構造解析を目
指した。 

（３）性ホルモン核受容体と転写調節因子の
相互作用の追究（エストロゲン関連受容体
（ERR）の分子イメージング）：転写調節因子
として働くエストロゲン関連受容体
（estrogen-related receptor: ERR）は、3
つのサブタイプα，β，およびγからなる核
内受容体であり、 ERR の内因性リガンドは見
付かっていない。本研究では，ERR の神経可
塑性およびエストロゲンシグナルへの関与
について、その一端の解明を試みた。 

３．研究の方法 

（１）性差形成メカニズムの解明：胎生 19



日齢－出生 0日齢（アンドロゲンサージ期）
のラット胎児にヒストンアセチル基転移酵
素の阻害薬（C646）を、出生 0 日齢－1 日齢
にヒストン脱アセチル化酵素の阻害薬（TSA）
を脳室内投与し、発達期以降の ERαの発現お
よびプロモーターの DNA メチル化と、成熟後
の雄性性行動に与える影響を解析した。次に、
新生時期を I期（生後０−７日）、II 期（生後
８−１４日）、III期（生後１５−２２日）の３
つに区分し、それぞれの期間において、アン
ドロゲン受容体阻害剤であるフルタミド
（100 mg/ kg）を一日おきに投与した。生後
１０週齢以降に雄性性行動テストを行った。
発情雌に対するマウント、イントロミッショ
ンおよび射精の潜時を計測し、発情雌を入れ
てから３０分間におけるそれらの回数をカ
ウントした。新生時期のアンドロゲン阻害が
脳や脊髄の構造に及ぼす影響を調べるため
に、視索前野性的二形核（SDN-POA）の大き
さと球海綿体脊髄核（SNB）の細胞数を、カ
ルビンディン-２８K の免疫染色およびニッ
スル染色により調べた。 

（２） ステロイドホルモンのモニターニ
ューロン下における神経機構の解明：ロード
ーシスに働く PAG の神経細胞を調べるため、
卵巣除去後高濃度のエストロゲンを処置し
たラットを雄と交尾刺激を与えた後、神経細
胞の活性化マーカーである cFos の免疫染色
を行った。PAG の cFos 免疫陽性細胞の投射を
調べるために、逆行性トレーサーである
Fluoro-Gold (FG)を Gi に投与後、PAG におけ
る FGと cFos の二重免疫染色を行った。また、
PAGのcFos免疫陽性細胞の特性を調べるため
に、グルタミン酸神経の指標として
vesicular Glutamate Transporter 2 
(vGLUT2) mRNA を GABA 神経の指標としての
glutamate decarboxylase 1 (GAD1) mRNA を
用い、その in situ hybridization と cFos
免疫染色を同時に行った。痒み伝達神経回路
の解析には、雄性成熟ラットの脳幹および脊
髄を用い、免疫組織化学法を実施し、三叉神
経節、脊髄後根神経節、三叉神経知覚核、脊
髄後角における GRP の発現解析を行った。痒
みの伝達に関わる感覚神経系のシナプス構
造解析では、各種電子顕微鏡を用いた。シナ
プスの構造については、最近開発された三次
元的に微細構造解析が可能な三次元電子顕
微鏡と、高い電子の加速電圧により厚みのあ
る試料の内部情報を得ることが可能な超高
圧電子顕微鏡を用いた。ここで、超高圧電子
顕微鏡解析では、免疫組織化学法と三次元電
子顕微鏡用に開発された en bloc 染色を応用
し、シナプス構造解析法の改良を行った。 

（３） 性ホルモン核受容体と転写調節因
子の相互作用の追究：COS-1 細胞に蛍光標識
した ERαと ERR を共発現させ，ERα選択的ア
ゴニスト PPT，抗エストロゲン剤 OHT を添加
し、各受容体の可動性の変化を FRAP（光褪色
後蛍光回復）法により解析した。また、COS-1
細胞に蛍光標識したERαとERRを共発現させ、

エストラジオール存在下における両者の相
互作用について FRET（蛍光共鳴エネルギー移
動）法による FRET シグナルの検出と確認を
行った。さらに、乳癌細胞 MCF-7 あるいはタ
モキシフェン抵抗株（TamR）に ERR 発現ベク
ターを導入し，エストロゲン依存的な細胞機
能や遺伝子発現に対するERRの作用を検証し
た。 

４．研究成果 

（１）性差形成メカニズムの解明：胎児期か
ら成体までの性分化の時間経過の中におい
て脳の性差に関わる領域（内側視索前野、
MPO）で脳の性分化に必須のエストロゲン受
容体遺伝子のエピジェネティック修飾のプ
ロファイルを解析し、ヒストンアセチル化が
DNA メチル化修飾に先んじて起きることを明
らかにした。ヒストン脱アセチル化酵素を阻
害した場合、このエピジェネティック修飾プ
ロファイルに変化が起きるか明らかにする
ために、ヒストン脱アセチル化酵素の阻害薬
（TSA）を生後に脳室内投与した個体から成
体期に MPO を回収し、クロマチン免疫沈降法
を用いてヒストンアセチル化の程度を、バイ
サルファイトマッピング法で DNA メチル化
の程度を解析した。その結果、阻害薬投与に
よりヒストンアセチル化が上昇し、次いで
DNA メチル化パターンの雄性化が阻害される
ことが明らかになった。ヒストン脱アセチル
化に先立っておこるヒストンアセチル化反
応が脳の雄性化に関与していることをこの
反応をになう酵素の阻害薬（C646）を投与し
た動物を用いた行動レベルでの解析で示し
た。以上から、脳の性差形成過程において、
ヒストンのアセチル化、ヒストン脱アセチル
化、DNA のメチル化といったエピジェネティ
ックス機構間に上下関係が存在することが
示唆された。次いで、生後０−１４日目にあ
たる I 期と II 期にわたってフルタミドを投
与した群（I+II 群）と生後０−２２日目にあ
たる I期から III期にわたってフルタミドを
投与した群（I+II+III 群）では、他の時期の
フルタミド処置群やオイルを投与したコン
トロール群に比べ、イントロミッションと射
精の潜時が有意に長くなった。また、勃起の
指標であるイントロミッション比（イントロ
ミッションの回数／マウントの回数）は有意
に低くなった。一方で、マウント潜時や精巣
と精嚢重量にフルタミド投与の影響は見ら
れなかった。これらの事から、生後０−１４
日目までの AR の活性化がイントロミッショ
ンと射精に関わる神経系の雄性化に必要で
あること、並びにマウント行動や末梢生殖器
の雄性化には新生時期の AR は作用しないこ
とが示唆された。SDN-POA は雌より雄が大き
い神経核であるが、SDN-POA を特異的に可視
化できるカルビンディン-２８K の免疫染色
では、SDN-POA の大きさに対する新生時期フ
ルタミド処置の影響は見られなかった。同様
に、SNB の神経細胞数は雌よりも雄が多いこ
とが知られているが、この神経細胞数にも新



生時期フルタミド処置の影響は見られなか
った。これらのことから、新生時期の AR は
SDN-POA や SNB の構造的性差の構築に関与し
ないことが明らかとなった。 

（２）ステロイドホルモンのモニターニュー
ロン下における神経機構の解明：交尾刺激に
より、ロードーシスに重要だとされる PAG の
外側部において cFos 免疫陽性細胞が有意に
増加した。交尾刺激が PAG 外側部の神経細胞
を活性化することが明らかとなった。FG を
Gi に投与した実験により、交尾刺激により
PAG で増加する cFos 免疫陽性細胞のうち
50.4%が FG 免疫陽性であった。交尾刺激で活
性化する PAG の神経細胞のうち約半分が Gi
に投射することが明らかとなった。交尾刺激
を受けていないラットでは、PAG に見られた
FG免疫陽性細胞のうち 4.4%が cFos 免疫陽性
細胞だったに対し、交尾刺激を受けたラット
では、PAG に見られた FG 免疫陽性細胞のうち
17.9%が cFos免疫陽性細胞だった。この事は、
交尾刺激により PAG から Gi に投射する神経
細胞の活性化率が高まることを示唆した。グ
ルタミン酸の脳室内投与によりロードーシ
スが促進されることや、逆に GABA 投与によ
り抑制されることが薬理学的実験により報
告されているが、解剖学的研究はあまり行わ
れていない。そこで、グルタミン酸や GABA
がロードーシスを制御する神経回路に関連
するかを vGLUT2 と GAD1 mRNA の in situ 
hybridizationとcFosの免疫染色により調べ
た。その結果、PAG において GAD1 mRNA と cFos
を同時に発現する細胞はほとんど見られな
かったのに対し、交尾刺激で増加した cFos
免疫陽性細胞のうち、55.6%が vGLUT2 mRNA
発現細胞であった。また、Gi に FG を投与し
たラットの PAG において、FG 免疫陽性細胞の
うち 75% が vGLUT2 mRNA 発現細胞であった。
以上より、雄の交尾刺激により雌の PAG のニ
ューロンが活性化し、その一部は Gi に投射
すること、さらにそれらの一部はグルタミン
酸作働性であることが明らかとなった。これ
らの事から、PAG から Giに投射するグルタミ
ン酸作働性神経がロードーシスを制御して
いる可能性が示唆された。次いで、三叉神経
節おける GRP の局在解析を行ったところ、脊
髄後根神経節と同様にGRPは少数の細胞に発
現し、無髄神経のマーカーである peripherin
と共存を示し、有髄神経のマーカーである
NF200 とは共存を示さなかった。他のペプチ
ドとの共存を調べた結果、substance P や
CGRP免疫陽性細胞の一部がGRP免疫陽性であ
った。また、三叉神経知覚核における GRP の
局在解析を行ったところ、吻側では GRP 免疫
陽性線維は少数であったが、もっとも尾側の
三叉神経脊髄路核尾側亜核では脊髄後角と
同様に多数の GRP 免疫陽性線維を認めた。本
結果から、脊髄知覚神経領域のみでなく、三
叉神経知覚領域においてもGRPは重要な痒み
感覚伝達機構に関与するペプチドであるこ
とが示唆された。次に、脊髄後角における GRP

陽性線維の形成するシナプス構造解析を行
った。従来の超高電圧電子顕微鏡では、コン
トラストの強い構造物しか明瞭に可視化で
きなかったため、今回シナプス構造解析を行
うために、試料作製方法の改良を行った。ま
ず、免疫組織化学法により GRP 陽性線維の可
視化を行い、その後 Ellisman らにより開発
された en bloc 染色を応用した。従来の免疫
電顕法で作製した試料では、免疫陽性シグナ
ルは明瞭だが、それ以外の構造は不明瞭であ
った。それに対し、改良した染色法では、膜
構造の可視化が可能となり、免疫陽性のみで
なく、脊髄後角の痒み伝達に関わる神経ネッ
トワークの可視化に成功した。三次元電子顕
微鏡でも同様に、脊髄後角神経ネットワーク
の可視化が可能となり、現在解析を進めてい
る。これらの解析はシナプス構造の分析と三
次元超微細構造レベルでの化学神経解剖学
のために非常に有用なツールとなると考え
られる。 

（３）性ホルモン核受容体と転写調節因子の
相互作用の追究：COS-1 細胞に蛍光標識した
ERαおよび ERRβを共発現させ、FRAP 解析を
行ったところ、PPT 存在下では ERRβは ERα
の可動性を有意に低下させるが、OHT 存在下
ではERRβは ERαの可動性に影響しないこと
が判明した。以上より、ERRβはリガンドに
よって活性化した ERαの可動性を低下させ
ることが明らかになった。COS-1 細胞に蛍光
標識したERαおよびERRβを共発現させエス
トラジオールを添加した後、FRET 法により両
者が直接的に相互作用を起こすか否かを解
析した。Emission Fingerprinting により
FRET シグナルを検出した後、Acceptor 
Photobleaching を行った。アクセプター（ERR
β）の蛍光褪色後にドナー（ERα）の蛍光強
度が増加したことから、FRET が確実に起こっ
ていることが確認された。以上より、エスト
ラジオール存在下でERαと ERRβは直接的に
相互作用を起こすことが示された。MCF-7 乳
癌細胞に ERRβ発現ベクターを導入すると、
エストラジオールによって亢進した細胞増
殖が有意に抑制された。一方、エストロゲン
非依存的な細胞増殖を示すタモキシフェン
抵抗株 TamR の増殖は、ERRβ発現ベクターを
導入しても変化しなかった。以上より、ERR
βはエストロゲン依存的な細胞機能を抑制
することが明らかとなった。また、MCF-7 細
胞を用いてエストロゲン依存的な遺伝子発
現について調べたところ、ERRβ発現ベクタ
ーを導入するとエストラジオールによって
亢進した bcl-2 発現は有意に低下したが、
c-myc 発現は変化しなかった。以上より、エ
ストロゲン依存的な細胞増殖の抑制効果は、
アポトーシス促進作用を介することが示さ
れた。更に、ERαの標的遺伝子には ERRβに
よって影響されるものとされないものが存
在し、エストロゲンシグナル下流の遺伝子発
現は ERRβによって選択的な調節を受けるこ
とが示唆された。 
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