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研究成果の概要（和文）：ストレスに応答には雌雄差が有ることが知られている. 本研究では視床下部CRFニューロン
の性差に着目し, 室傍核におけるCRF遺伝子プロモーター領域のエピジェネティックな発現調節機構を調査した. 本研
究の結果, 1)室傍核の基底状態のCRF発現量はオス, メスの間で差がないが, 4時間の拘束ストレスによる発現上昇率は
メスが高い, 2)CRFプロモーター領域のDNAメチル化はオス・メス間で差がないことが分かった. 拘束ストレス後のヒス
トンアセチル化はメスで高い傾向があり, CRF発現上昇の雌雄差はDNAメチル化ではないヒストン修飾によるものである
ことが示唆される.

研究成果の概要（英文）：Male and female respond differently to various stress. In this study, the epigenet
ic status of the CRF gene promoter in the praventricular nucleus (PVN) of the hypothalamus of male and fem
ale rats were investigated in order to elucidate the underlying mechanisms of the sex differences in the s
tress response. No sex difference was observed in basal CRF expression in the PVN, whereas the restraint-s
tress induced increase in the CRF expresson in the female rats were larger than that of the male. Regardin
g the epigenetic status of the CRF promoter region in the PVN, no sexdifference was observed in the DNA me
thylation profile, whereas the level of histone acetylation after restraint stress tends to higher in the 
female.  These results indicate the involvement of the histone modification but not DNA methylation in sex
difference in the CRF expression.
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１．研究開始当初の背景 
視床下部-下垂体-副腎軸 (HPA-axis) を中
心とするストレス応答系には様々なレベル
で性差が存在することが知られており, そ
の一部は性ホルモンの影響によることが報
告されている  (Ref.1 Handa et.al., J 
Neuroendocrinol. 2009 ). HPA-axis の最上
流に位置する視床下部のコルチコトロピン
放出ホルモン (CRF) ニューロンでは, スト
レス負荷によるCRFの発現上昇の性差が報告
されている (Ref.2 Iwasaki-Sekino et.al., 
Psychoneuroendocrinol. 2009). しかしなが
ら, どのような機序でこのような差が生じ
るのか, その分子的なメカニズムはわかっ
ていない. 近年, 遺伝子のプロモーター領
域のDNAメチル化やヒストン修飾を含むエピ
ジェネティックな制御が個々の遺伝子発現
に重要な役割を担うことがわかってきてい
る. ストレス応答に関しても, 室傍核 CRFニ
ューロンにおけるCRF遺伝子プロモーター領
域のDNAメチル化がストレス抵抗性に関与す
るという報告がなされており(ref.3 Elliott 
et.al., Nat. Neurosci. 2010), エピジェネ
ティックな発現制御がストレス応答に影響
を与える可能性を示している.  
 
２．研究の目的 
CRFの発現上昇における性差はCRF 遺伝子の
プロモーター領域におけるエピジェネティ
ックな状態の違いに起因するのではないか
と考え, 視床下部室傍核に存在するCRFニュ
ーロンの 
(1)プロモーター領域の DNA メチル化 
(2)ヒストンのアセチル化 
における性差を調査することを本研究の目
的とした. 
 
３．研究の方法 
動物:10-12週齢オスおよびメス Wistar Rat, 
メスに関しては2周期以上の性周期を確認し, 
血中エストロゲン濃度が高い発情前期
Proestrus および血中エストロゲン濃度が
低い発情間期 diestrus にて試料採取をおこ
なった. また, ラットの一部にはプラスチ
ック製シリンダーによる4時間の拘束ストレ
ス負荷を行った. 

試料採取:採取した脳を凍結し250μmに薄切
後φ1mm の生検パンチにより視床下部室傍核
を採取し実験に用いた. 室傍核パンチアウ
トからDNA, およびRNAを抽出し試料とした. 

発現解析:基底状態およびストレス負荷時の
視床下部室傍核におけるCRF遺伝子の発現を
リアルタイム PCR により解析した. 

DNAメチル化解析:CRFプロモーター領域のメ
チル化状態を調査するため, 室傍核パンチ
アウトから得られた DNAを CRF プロモーター
領域の CpG island を含む領域を標的に
bisulfite sequencing 法により解析を行っ
た. 

ヒストンアセチル化解析: 抗アセチル化ヒ
ストン H3 および H4 抗体を用いた ChIP アッ
セイにより解析を行った. 
 
４．研究成果 
本研究では, 使用する実験手技, とくに遺
伝子プロモーター領域のエピジェネティッ
ク解析(bisulfite sequencing および ChIP 
assay), 免疫組織化学染色の条件設定を初
期の段階で行っており, その一部を論文と
した(５. 発表論文①および②, 学会発表②
-③). 

(1)基底状態とストレス負荷時の CRF 発現量
の雌雄差 
ストレスによる発現上昇が起こっていない
基底状態の CRF発現量, および 4時間の拘束
ストレス負荷群の発現量の平均値をコント
ロール群の発現量平均値で規格化し解析を
行った. 基底状態の発現量には発情前期メ
ス, 発情間期メス, オスの間に差は見られ
なかった. 拘束ストレスによる発現量変化
はオスラットに比べメスラットが高いこと
がわかった(下図 1). ストレス応答における
性差はストレスの種類, 方法により差が生
じることがわかっているが本研究の拘束ス
トレスの結果はお概ね先行研究との一致を
示している. (Ref2およびRef4. Sterrenburg 
et.al., J Neurosci Res. 2012 など) 

図 1 

(2)室傍核 CRF プロモーター領域の DNA メチ
ル化解析 
通常 DNAメチル化は個体発生の過程で大きく
変動し, 成体になってからの変動は数週間
単位の長期間をかけて生じるものである. 
そのため, 短期拘束ストレス負荷ラットは
実験に用いず, 通常時のコントロール群の
みを解析した. CRF 遺伝子上流のプロモータ
ー領域の構造を解析したところ, メチル化
されうるCpG配列がかたまって存在している
CpG island が転写開始点より-114bp から
+14bp までの領域に存在しており, またその
上流にメチル化されると下流の遺伝子の発
現量を大きく変化させることが報告されて
いる CRE 配列 (TGACGTCA, -201bp) が存在す
ることが分かったため, この CRE と CpG 
islandを含む領域にPCRプライマーを設計し
解析対象とした. 
この結果, 雌雄間での有意な差は, CpG 
island 内の平均メチル化率, および CRE 配
列内部のCpGメチル化率ともに見られなかっ



た(図 2).  
 

図 2 

(3)室傍核 CRF プロモーター領域のヒストン
アセチル化解析 
DNA メチル化解析を行った配列を含むプロモ
ーター領域にプライマーを設計しChIP assay
を行った. ChIP assay によるヒストンアセチ
ル化解析では, CRF プロモーターにおけるヒ
ストンアセチル化の度合いがストレス負荷
群のメスでオスに比べ高い傾向にあった. 
 
上記の結果よりストレス負荷時のストレス
応答の性差は, 発生時のDNAメチル化の差に
よるものではなく, ヒストン修飾によるも
のであることが示唆された. 

ヒストン修飾にはアセチル化の他にメチル
化, リン酸化などが種々存在し, それぞれ
に下流の遺伝子の発現に様々な影響を与え
ることが知られている. これらの修飾反応
を触媒する酵素群の活性が外的なストレス
負荷によって変化していることが考えられ
る. 
また, HPA-axisの様々なレベルで性ステロイ
ド濃度がストレス応答に影響を与えること
が報告されている(Ref.1 など). 
これらのことを鑑み, 今後はストレス負荷
時のエピジェネティックな変化を担う酵素
群の解析, また体内の性ステロイド環境に
よる変化を中心に研究を進展させることを
考えている. 
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