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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  

 
 性ステロイドは、主として核内受容体と結合し特定の遺伝子群の転写を活性化することによりその

生理作用を発揮すると考えられている。脳においては、発生過程の特定の時期（臨界期）に、雄では

アンドロジェンがエストロジェンへと代謝されて受容体と結合し、特定の遺伝子群が転写されること

により、その雄型への分化が起こる。一方、臨界期にエストロジェンの作用を免れて雌型へと分化し

た脳では、成熟後、エストロジェンによりやはり特定の遺伝子群の転写が起こり、性腺刺激ホルモン

放出ホルモン（GnRH）の一過的大量分泌（サージ）が誘起され、雌に特有の性周期が回帰する。この

ような性ステロイドの中枢作用は、多数の遺伝子の協調的な発現と、それらのコードするタンパク群

の複雑な相互作用により発現すると考えられる。さらに、時期により発現する遺伝子群は異なること

が想定され、このことは個々の遺伝子が時期特異的な転写制御を受けていることを意味している。 
 本研究においては、脳の性分化誘導や GnRH サージ発生などの性ステロイド中枢作用をモデルとし

てその分子機構を解明するために、ラットを用いて新生期（ラットにおける性分化の臨界期）、およ

び成熟期のそれぞれの時期において、性ステロイドにより転写が活性化される遺伝子群を同定し、神

経細胞の分化や興奮性に対する遺伝子産物の作用機序を解析するとともに、それらの遺伝子の性ステ

ロイドによる転写制御機構を明らかにすることを目的とした。 



 

 

Ｓ終了－２ 

⑦研究成果の概要（研究目的に対する研究成果を必要に応じて図表等を用いながら、簡潔に記入してください。）  

 
１）脳の性分化関連遺伝子群の解析 

 脳の性分化の臨界期に視床下部において発現量に性差のある遺伝子を cDNA マイクロアレイ法によ

り解析し、vitamin K-dependent γ-glutamyl carboxylase、glutamic acid decarboxylase 65、BDNF/NT-3 
growth factor receptor precursor、putative G protein coupled receptor、p130、putative 

vomeronasal organ receptor などの遺伝子を同定した。特に p130 遺伝子についてはテストステロン

とジヒドロテストステロンにより発現量が変化するがエストラジオールでは変化しないことなどが明

らかになり、アンドロジェン受容体を介して性特異的な神経回路を形成する機構が存在する可能性が

考えられた。さらに、我々が既に脳の性分化関連遺伝子として同定していたグラニュリン遺伝子につ

いてノックアウトマウスの作出に成功し、性行動をはじめとする性的二型行動の解析を行った。その

結果、射精頻度の低下などが明らかとなり、グラニュリンが雄型性行動を発現する神経回路の構築に

重要な役割を果たしていることが示された。 

 

２）GnRH サージ発生機構の解析 

 多ニューロン発射活動（MUA）記録法を用いて視床下部における電気活動を記録し、性ステロイド

処置の影響を検討した。その結果、視交叉上核近傍（peri-SCN）において一過的なバースト状の発火

（MUA volley）の出現によって特徴づけられる神経活動が観察され、さらにクロラロース麻酔下で性

ステロイド処置により LH サージを誘起した場合、血中 LH 濃度の上昇に先立つ MUA の基底値の上昇が

観察された。Peri-SCN で LH サージと相関する MUA の上昇が見られたことから、同部位を含む領域に

おいてエストロジェン依存性に発現する遺伝子を解析することにより GnRH サージ発現の分子機構を

解明できるものと考えられた。このような GnRH サージ発現に関連してエストロジェンにより発現の

上昇する候補遺伝子として、ヘアレス遺伝子が同定された。 

 

３）グラニュリン遺伝子の転写制御機構および細胞増殖作用の解析 

 グラニュリンのエストロジェンによる転写調節機構の解析を MCF-7 細胞（ヒト乳癌由来細胞株）を

用いて行った。グラニュリン遺伝子上流域のプロモーター活性を測定した結果、1.0 kb のコンストラ

クトでエストロジェンにより最も効率よく転写活性は上昇した。グラニュリン遺伝子に対するエスト

ロジェンの効果は完全なエストロジェン応答配列（classical ERE）を介してではなく、Exon 1 から

上流約 930 bp に存在する ERE half-site、Sp1 site、NF-κB site などが協調的に作用してプロモー

ター活性を高めることが示唆された。さらに、グラニュリン発現ベクターを MCF-7 細胞および PC12

細胞（ラット副腎褐色細胞種由来細胞株）にトランスフェクトした結果、グラニュリンは両細胞株の

増殖を促進した。この結果より、グラニュリンが乳腺細胞のみならず、神経前駆細胞の増殖を促進し

得ることが示された。 

 

４）神経保護作用等のステロイド中枢作用の解析 

 本研究においては、成熟動物における性ステロイド中枢作用のモデルとして神経保護作用

についても解析を行い、エストロジェンによる海馬歯状回の神経増殖に伴いグラニュリン遺

伝子の発現が上昇することを見出した。さらに、老齢動物においてはこれらの作用が共に見

られなくなることが明らかとなり、エストロジェンによる成熟動物の脳における神経細胞の

増殖促進作用がグラニュリンにより仲介されていることが示唆された。また本研究において

は、内分泌撹乱化学物質としての可能性が疑われているフタル酸／アジピン酸エステル類の

周産期暴露がグラニュリンおよびp130の遺伝子発現を変化させることにより脳の性分化に影

響を与えること、性ステロイドは脳内ペプチドの放出パターンを変化させることによりGHパ

ルスを制御すること、グルココルチコイドは脳内のプロスタグランジン合成酵素（COX2）の

発現を抑制することによりストレス条件下でのGnRHパルスを維持すること、などを明らかに

した。さらに、我々は20α-水酸化ステロイド脱水素酵素のノックアウトマウスを作出してい

るが、本マウスでは脳内のニューロステロイド代謝が変化して鬱傾向が強くなることが示唆

された。これらの知見はステロイドが様々な機序で多様な脳機能を制御していることを示す

もので、今後さらにその分子機構の解明を進めていきたいと考えている。 
 



 

 

Ｓ終了－３ 

⑧特記事項（この研究において得られた独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、当該研究分野及び関連

研究分野への影響等、特記すべき事項があれば記入してください。） 
 
１）脳の性分化の分子機構について 

 脳の性分化は臨界期と呼ばれる周生期の一定期間に性腺から分泌される性ステロイドに依存して起

こる。すなわち、臨界期に精巣から分泌されるテストステロンが存在すると脳は不可逆的かつ永続的

に雄型へと分化するが、テストステロンの非存在下では脳は雌型へと分化する。テストステロンはさ

らに脳細胞内で芳香化酵素によりエストラジオールへと変換され、この芳香化が脳を雄性化する上で

重要であると考えられている。我々はグラニュリン遺伝子の発現がエストロジェン依存性に臨界期の

ラット視床下部で上昇することを見出すとともに、グラニュリン・ノックアウトマウスでは雄型性行

動が低下することを示し、本遺伝子が性分化関連遺伝子であることを実証した。 

 一方、テストステロンは直接に、あるいは還元化酵素によりジヒドロテストステロン（DHT）に変

換され、アンドロジェン受容体に結合することによっても作用を発現し得るが、この経路がラットの

脳の性分化に関与しているか否かについては未解明である。しかし、DHT が発達期視床下部の神経細

胞の分化を誘導すること、アンドロジェン受容体が臨界期の視床下部の様々な神経核に発現すること

など、DHT やアンドロジェン受容体がラットの脳の性分化に関与することを示唆する報告もある。本

研究により周生期の視床下部における発現に性差の認められた遺伝子のなかで、retinoblastoma 遺伝

子ファミリーに属する増殖抑制因子である p130 遺伝子の発現は、新生雌ラットへの性ステロイド投

与実験からテストステロンとDHTにより変化するがエストラジオールによっては変化しないことが明

らかになった。これらの新知見は、脳の性分化の過程がエストロジェン受容体のみではなく、アンド

ロジェン受容体を介した経路によっても制御されていることを示唆しており、従来の脳の性分化の分

子機構の概念に修正を迫るインパクトをもつものである。 

 

２）エストロジェンによる遺伝子転写調節機構について 

 本研究において、グラニュリン遺伝子 5’-上流域をクローニングし、プロモーターアッセイを行っ

たところ、エストロジェン応答配列（classical ERE）が存在しないにもかかわらずエストロジェン

により用量依存性に転写活性が上昇した。このプロモーター領域には ERE half-site、あるいは SP1、

AP-1、NF-κB などの転写因子結合部位が存在した。エストロジェン受容体は、これらの転写因子群を

介して間接的に DNA に結合できることが知られている。すなわち、グラニュリン遺伝子の発現はエス

トロジェンだけで調節されているのではなく、様々な転写因子群とエストロジェン受容体の共役を介

した複雑なシステムによって制御されていることが示唆された。さらに、このような転写因子群が、

グラニュリン遺伝子発現の組織特異性や時期特異性の決定に重要であると考えられる。 

 

３）性ステロイドの神経保護作用について 

 性ステロイドの中枢作用として、発生過程の脳に作用して性分化を誘導する作用（形成作用）、お

よび成熟動物の脳に作用して性行動や性ホルモンの分泌パターンを制御する作用（活性作用）が知ら

れている。さらに、近年、性ステロイドが認知、記憶など脳の高次機能の維持に重要な役割を果たし

ていることが明らかになりつつある。また、脳虚血後の細胞死の抑制、ヒトの閉経後のアルツハイマ

ー病の増加とホルモン補充療法によるその抑制など、変性疾患からの神経細胞の保護作用も大きな注

目を集めている。このような作用は神経保護作用と呼ばれ、その作用機序の詳細は明らかではないが、

性ステロイドによる細胞死の制御や、脳内に存在する幹細胞からの神経細胞の増殖、再生などの関与

が想定されている。 

 本研究においては、海馬歯状回における神経細胞の増殖がエストロジェンにより促進されることを

確認し、さらに脳の性分化関連遺伝子として同定したグラニュリン遺伝子が成熟動物における神経細

胞増殖部位に発現していることを見出した。これらのことは、従来独立した作用と考えられてきた形

成作用と保護作用が、本質的には作用メカニズムを共有していることを強く示唆するものである。両

者には神経細胞の増殖、分化、細胞死など共通する過程が関わっており、我々の形成作用に関する知

見を敷延することで、エストロジェンの神経保護作用の機構解明を大きく進展できるものと考えられ

る。本研究ではさらに、PC12 細胞にグラニュリン遺伝子をトランスフェクトすることにより増殖を促

進することを見出したが、このことはグラニュリンの性分化誘導作用や神経保護作用が神経前駆細胞

の増殖を促進することにより発現することを示唆するものである。 

 

 



 

 

Ｓ終了－４－１ 

⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含む。）の全

著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会、特

許等の発表状況について記入してください。なお、代表的な論文３件に○を、また研究代表者に下線を付し

てください。） 
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