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研究成果の概要（和文）：神経回路の性差は性行動や生殖生理等、性特有の機能の性差に結びつくのみならず、特定の
疾患に対する罹患率の性差や環境要因に対する影響の感受性の性差を形成する基盤となる。様々な化学物質の曝露影響
バイオマーカーとしてレトロトランスポゾンL1が知られているが、本研究では脳におけるその発現の性差について検討
した。その結果、視索前野においてL1発現に性差がみられ、またそのL1発現の性差は環境因子と相互作用し変化する可
能性が明らかとなった。今後はその発現がどのような機能的な性差に結びつくのか、より詳細に検討することにより脳
の性分化機構の解明に少しでも近づけるように研究をすすめたい。

研究成果の概要（英文）：The sex differences of brain neuronal circuits is related not only to the sex 
differences of sexual behavior and physiology, but also to the sex differences of prevalence to diseases 
and of tolerance to environmental factors. The expression of retrotransposon L1 is well-known as a 
biomarker of the effect of adverse chemicals. In this study, I investigated the sex difference of L1 
expression in mice brain. As a result, I found that the sex difference of L1 expression in the preoptic 
area. I also found the possibility that the L1 expression varied depending on the interaction between sex 
difference and the exposure to environmental factors. In the future study, I would like to try to examine 
whether the sex difference of the L1 expression leads to physiological difference between sexes 
especially focusing on the sex difference of sensitivity to environmental chemicals. I believe that such 
endeavor will bring us closer to the elucidation of the sexual differentiation of the brain.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 脳の性差は雌雄特有の性行動・内分泌機能
発現に必須であり、ほ乳類では（影響の程度
は異なるものの）主に染色体の性差、周生期
の性ステロイドによる神経回路形成作用、性
成熟に伴う性ステロイドの神経回路活性化
作用、の 3つの機構が関与すると考えられて
いる。 
 染色体の性差は、高等動物では鳥類におい
て脳細胞の染色体の性差が機能の一部に直
接影響することが米国 Arnold 教授らの研究
から指摘されているが、ほ乳類における機能
的な関与については未解明な部分が多い。現
在の仮説では、周生期の性ステロイド作用が
脳の性分化に最も大きな影響を与えると考
えられている。その仕組みとして脳の原形が
雌型で、雄では精巣から放出されたテストス
テロンを材料として脳内で合成されたエス
トロゲンが脳を雄型にするとの「芳香化学
説」が有力である。分化した神経回路は性成
熟に伴う血中性ステロイド上昇により活性
化される。脳の性分化には、生殖中枢となる
神経核が周生期を経て大きさ・機能が異なる
性的二型性を呈するようになることが重要
だと考えられている。近年、性行動・生殖生
理の中枢である中隔等の神経細胞群におい
て周生期に性ステロイド依存的に起こる細
胞新生・細胞死が性的二型核形成に必須であ
ることが明らかになっている。しかし、周生
期にどのような細胞内イベントが細胞の生
死を決定し性的二型核形成を導くのかは未
解明である。 
 このように形成される神経回路の性差は、
性行動や生殖生理等性特有の機能の性差に
結びつくのみならず、特定の疾患に対する罹
患率の性差や、環境要因に対する影響の感受
性の性差を形成する基盤となる。 
 
２．研究の目的 
 子どもを取り巻く環境変化が後発的な生
殖機能異常の発症を導く可能性が懸念され
ており、特に環境化学物質が生殖・性分化に
影響を与える可能性が懸念されている。 
 様々な化学物質の曝露影響バイオマーカ
ーとしてレトロトランスポゾン L1 が知られ
ている。機能的には、L1 が増加し、ゲノム
再編が亢進すると、負の側面として、再挿入
部位の遺伝子破壊、ゲノム不安定性増加、等
の細胞機能異常を誘導することが報告され
ており、癌など細胞周期に関わる病態発症の
“原因”となる可能性が示唆されている。一
方、脳では神経活動依存的な L1 発現増加が
報告されており、L1 によるゲノム再編の結
果、“発達と共に細胞機能の多様性が増す”
という良い効果をもたらす可能性も報告さ
れている。本研究では、化学物質曝露によっ

て起こる感受性の違いの性差を調べる第一
歩として、L1 発現の性差について検討を行
った。 
 
３．研究の方法 
(１)L１ RNA定量法の検討 
 B6 系統のマウスの脳を採取してホモジナ
イズした後、total RNAを抽出した。逆転写
反応で、cDNAを作成し、Real time PCRに
より L1 RNA の発現量を定量した。ゲノム
DNA 混入率を算出し、total RNA へのゲノ
ム DNA 混入を最も抑えられる RNA 抽出法
を検討した。 
(２)脳の領域毎の発現分布に関する検討 
 脳の各種領域を採取しホモジナイズした
後 total RNAを抽出し、（１）で確立した手
法を用いて L1 発現を検討した。脳以外の臓
器として肝臓も同時に採取し、脳と肝臓で L1
遺伝子発現量を比較する検討も行った。 
(３)L1発現の雌雄差 
 7 週令の雌雄のマウスの脳より海馬と視
索前野を採取し、その発現を比較した。 
(４)L1発現を制御するエピジェネティック  
  因子の性差 
 視索前野における遺伝子発現を制御する
DNA メチル化の制御因子である Dnmt1、
Dnmt3a、Dnmt3b、Mecp2、Tet1、Tet2、
Tet3の遺伝子発現量を雌雄で比較した。 
(５)環境因子が L1 発現に及ぼす影響と行動
異常の相関性検討 
 L1 発現を変化させる化学物質曝露を検
討し、その結果行動異常等が起こるかどう
か検討することで、L1発現と脳機能との関
連を探った。特に、大気・水中の環境因子
が L1 発現に及ぼす影響を調べるために、
大気中の因子として二次有機エアロゾル、
水中の因子として無機ヒ素の発達期曝露を
行い、L1発現がどのように変化するかを調
べた。二次有機エアロゾルに関しては、母
マウス妊娠 9 日目から生後 21 日目までガ
ス曝露チャンバーを用いて曝露した。一方、
無機ヒ素曝露に関しては、母マウス妊娠 8
〜18日目まで亜ヒ酸ナトリウム 85ppmを
含む水を飲ませることにより曝露した。い
ずれの場合も、仔が成長後に全自動行動記
録解析システム・インテリケージを用いて
行動解析を行うとともに、脳における L1 
RNA発現量の解析を行った。 
 
４．研究成果 
(１)L１ RNA定量法の検討 
TURBO DNA-free kit (Ambion社製)を用
いて DNase 処理を行うことで、ゲノム
DNAの混入を1%以下に減少することに成
功し、正確な L1 RNA定量が可能となっ
た。 
(２)脳の領域毎の発現分布に関する検討 
脳において他の臓器でより L1 遺伝子発現
量が高いことが知られている。そこで、脳
以外の臓器として肝臓を用い、L1遺伝子発



現量を脳の各領域と比較した。また、脳部
位によって L1 遺伝子発現量が異なるか検
討するため、脳領域毎で比較した。その結
果、嗅球以外の脳の各領域において、肝臓
と比べ L1遺伝子発現が高いことを確認す
ることができた。また、領域毎に L1 遺伝
子発現量が大きく異なることが明らかとな
った（図 1）。 

   図１.脳の領域毎の L1発現分布 
 
(３)L1発現の雌雄差 
雌雄における L1 遺伝子発現の検討を行う
ため、海馬および視索前野を用い、L1 
ORF1、L1 ORF2の遺伝子発現量を雌雄で
比較した。その結果、視索前野において、
LINE-1 ORF1、LINE-1 ORF2の遺伝子発
現量が雌で高い性差が存在することが明ら
かとなった（図 2）。 

 図 2.海馬と視索前野における L1 発現の
性差（青：雄、赤：雌、*p<0.05, Student 
t-test） 
 
(４)L1発現を制御するエピジェネティック  
  因子の性差 
遺伝子発現を制御する DNA メチル化の制
御因子であるDnmt1、Dnmt3a、Dnmt3b、
Mecp2、Tet1、Tet2、Tet3の遺伝子発現量
を視索前野において、雌雄で比較した。そ
の結果、Tet2 の遺伝子発現量に性差があ
ることが明らかとなった。 
(５)環境因子が L1発現に及ぼす影響と 
  行動異常の相関性検討 
発達期の二次有機エアロゾル曝露や無機ヒ
素曝露により、脳内での L1 発現の上昇が観
察された。一方行動異常に関しては二次有機
エアロゾル曝露では顕著な影響が確認され
なかったが、一方、無機ヒ素曝露においては、
行動柔軟性の低下が認められた。また、特に
無機ヒ素曝露に関しては、性差で違いがみら

れた視索前野において L1 発現の上昇傾向も
みられたため、性差と環境因子と相互作用が
存在する可能性が示唆された。 
（6）総括 
 視索前野においてL1発現に性差がみられ、
またその L1 発現の性差は環境因子と相互作
用し、変化する可能性が明らかとなった。今
後はその発現がどのような機能的な性差に
結びつくのかより詳細に検討することによ
り、脳の性分化機構の解明に少しでも近づけ
るように研究をすすめたい。 
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