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序論 

 

生殖腺に精巣と卵巣があるように、脳にもオス型とメス型があり、その違いが種々の行動

や内分泌のパターンに雌雄の違いをもたらしている（McCarthy and Arnold, 2011; McCarthy 

et al., 2012, 2017）。ラットやマウスでは脳の基本形はメス型で、オスでは出生前後に精巣か

ら大量のアンドロゲンが体内に放出され、これが脳内で芳香化酵素アロマターゼによってエ

ストロゲンに変換されて脳に作用することで脳をオス型に性分化させることが知られている

（McCarthy and Arnold, 2011; McCarthy et al., 2012）。この作用は“アロマターゼ仮説”として

1972年に提唱された（Naftolin et al., 1972; MacLusky and Naftolin, 1981）。マウスの性分化

は“critical period”または“sensitive period”とよばれる出生前後の 7日から 10日ほどの間に

起こり、この期間にマウスの脳は性ステロイドに対して特に高い感受性をもつことから、この

期間は“perinatal sensitive window”ともよばれる（McCarthy and Arnold, 2011; McCarthy et 

al., 2017）。critical periodに形成された脳の性差は不可逆的なものであり、哺乳類では脳の

性は生涯にわたって固定される。性ステロイドと脳の性分化の関係については 1800 年頃か

ら研究が行われており、1959年には、critical periodに形成されて体内のステロイド環境によ

らず固定化される性ステロイドの効果は“organizational effect”、一方でその時のステロイド

環境によって即時的にもたらされる効果は“activational effect”と定義された（Phoenix et al., 

1959; Arnold et al., 1985）。activational effectは critical periodに性分化が起こった上でそれ

ぞれの性に特徴的な形質が個体の生理状態に応じて発現するもので、その代表的な例とし

ては性成熟後の個体の性行動を性ステロイドが促進する効果が挙げられる。 

これに対し、真骨魚類の脳の性分化の様子は哺乳類とは異なる。真骨魚類の中には、

性成熟後も性が固定化されておらず、自然条件下で性転換を行うものがある。性転換の研

究はスキューバダイビング装置が開発され、潜水観察による研究が可能となった 1950 年代

から活発に行われるようになり、1969年には総説が出版されるまでになった（Ghiselin, 1969）。

1972 年には、野生のホンソメワケベラ（Labroides dimidiatus）のうちメス型の性行動を行って

いた個体が、周囲に同種のオスがみられなくなるとオス型の性行動をとるようになるという、

社会的地位に応じた自発的な性転換も報告された（Robertson, 1972）。さらにキンギョハナ

ダイ（Pseudanthias squamipinnis）においても、飼育下、自然環境下の両方での性転換が報

告された（Fishelson, 1970; Shapiro, 1980）。そのほか、これまでに数多くの魚種で性転換が

報告されてきた（Godwin, 2010）。現在、真骨魚類全体のおよそ 2%の種で自然条件下での

性転換が確認されている（Liu et al., 2017）。これらの魚種はさまざまな分類群にみられ、性
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転換が進化のどの段階で獲得された形質なのか、また実際に真骨魚類のうちどの程度の種

が性転換を行うのかは明らかになっていない。しかしながら、自然条件下では性転換を行わ

ない魚種でも、ホルモン操作によって性行動のパターンが本来とは逆の性別のものに変化

する例が多数報告されており（Munakata and Kobayashi, 2010; Paul-Prasanth et al., 2013; 

Ghosal and Sorensen, 2016; Göppert et al., 2016）、真骨魚類はその大部分が、少なくとも体

内のホルモンバランスに応じて性転換する能力を有していると考えられる。このことは、真骨

魚類の脳は性分化した後でもその性を逆転させうる、つまり生涯にわたって性的な可逆性を

もつことを意味している。 

真骨魚類の性転換の事例では、生殖腺や体色といった体の性も、行動パターンに表れ

る脳の性も逆のものに変化する。これは critical periodに不可逆的に性を決定する哺乳類で

は考えられない現象である。人では性同一性障害当事者に対しホルモン投与や性別適合

手術による治療が行われることがあるが、これは人為的にホルモンバランスと生殖器を逆の

性のものに変えることで体の性を変更するものである（Garg and Marwaha, 2018）。このように

体の性を変更することは哺乳類でも可能だが、脳の性は治療によって変更されない。その

一方で、典型的な男性・女性の枠に当てはまらない人の存在は古くから認識されていた上

に、近年ではさらに広く知られるようになり、性を雌雄の二項対立ではなく連続する表現型と

して捉えることが一般的になりつつある。性転換する魚は生涯に 2 つの性を経験し、また性

転換中は雌雄どちらの性ともいえないという点で、真骨魚類の性転換は示唆に富む現象で

ある。そのため、真骨魚類においてその脳の性的可逆性のメカニズムを解明することは、動

物全体における脳の性分化の多様性を理解し、また連続する表現型としての雌雄の概念を

確立する上で非常に重要である。 

性転換のパターンはメスからオスへの性転換（雌性先熟）、オスからメスへの性転換（雄

性先熟）、双方向の 3つに分けることができる。そのいずれにおいても、性転換によってそれ

ぞれの個体の適応度が高まることが古くから提唱されていた（Ghiselin, 1969）。性転換のき

っかけとしては、成長とともに決まった方向へ性転換が起こる雌性先熟や雄性先熟では個

体の年齢や体サイズ、季節の変化が挙げられる。しかし、それらを含めたほとんどの事例で、

個体を取り巻く社会的な環境が少なくとも一部の要因となって性転換が起こると考えられて

いる（Liu et al., 2017）。たとえば双方向性転換を行うホンソメワケベラのメスからオスへの性

転換では、群れから成熟したオスがいなくなって数分から数時間のうちに、本来のメスがオ

スの性行動をとるようになる。この時点ではその個体の生殖腺は卵巣のままであり、群れに

オスが入ってきた場合にはその個体がメスに戻ることも確認されている。生殖腺が精巣に変
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化し、放精まで行えるようになるには最短で 2週間を要する（Robertson, 1972）。つまり、性転

換時には社会的な環境に応答してまずは脳内で何らかの変化が起こり、次に生殖腺での変

化が始まり、ホルモンバランスの変化によって全身の形質が逆の性のものになると考えられ

る。しかし現在、こうした脳の性的可逆性のメカニズムは未解明である。それどころか、その

基盤となる、形質の性差につながるような脳の性差についても断片的な知見しか得られてい

ない。 

真骨魚類の脳の性差については、1970 年代以降に局所破壊実験や局所的な電気刺

激実験によって性差のある行動（性行動）を制御する領域が推定されてきた。その中で、終

脳と、終脳と間脳の境界に位置する、視索前野とよばれる領域が性行動を制御することが示

された（Koyama et al., 1984; Satou et al., 1984）。さらに近年、メダカを用いて脳内で発現に

性差を示す遺伝子の探索が行われ、いくつかの神経核において神経ペプチドや性ステロイ

ド受容体の発現に性差が見出された。例えば終脳ではアンドロゲン受容体遺伝子（arb）、エ

ストロゲン受容体遺伝子（esr2b）、Neuropeptide B 遺伝子（npba、npbb）がメスに、ゴナドトロ

ピン放出ホルモン 1遺伝子（gnrh1）がオスに偏って発現するほか、間脳腹側では arbがメス

に、神経ペプチドをコードするキスペプチン遺伝子（kiss-1）、バソトシン遺伝子（vt）がオスに

偏って発現する（Kanda et al., 2008; Okubo et al., 2011; Hiraki et al., 2012, 2014; Kawabata 

et al., 2012）。このように発現量がメスに偏っているものとオスに偏っているものの両方が発

見され、また性差のみられた脳部位も終脳から間脳まで多岐にわたっていた。その中でも、

視索前野では arb、esr2b、npba、npbb、トランスグルタミナーゼファミリー遺伝子の 1 つ

（f13a1a）、エストロゲン合成酵素遺伝子（cyp19a1a）がメスに偏って発現することから（Okubo 

et al., 2011; Hiraki et al., 2012, 2014; Maehiro et al., 2014）、この脳領域は特にメスの形質形

成に重要であると考えられたため、本研究では真骨魚類の視索前野にみられる性差に着目

した。 

本研究では、メダカ（Oryzias latipes）をモデル生物として用いた。メダカはヒレの形状や

色彩といった外部形態に明瞭な性差を示すため雌雄判別が容易であり、真骨魚類の中で

性決定遺伝子が明らかになっている数少ない種の一つである（Matsuda et al., 2002; Nanda 

et al., 2002）。メダカでは自然環境下での性転換は確認されていないが、ホルモン処理によ

って外形や性行動の性転換を起こすことができ、性的可逆性に関する実験も可能である

（Yamamoto, 1958; Paul-Prasanth et al., 2013）。また、飼育が容易で世代交代が早く、低コス

トで実験に必要な個体を揃えられることに加え、ゲノムデータベースや expressed sequence 

tag（EST）データベースが十分に整備されていること、トランスジェニック系統の作出やゲノム
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編集に必要な種々のツールが揃っていること（Wittbrodt et al., 2002; Kasahara et al., 2007; 

Sasado et al., 2010; Takeda and Shimada, 2010; Kirchmaier et al., 2015）などもモデル生物と

しての大きな利点である。 

本論文は 3章構成とした。まず第 1章では、ストレスホルモンとして知られるグルココルチ

コイドの受容体（GR）の脳内における発現パターンを解析し、雌雄で比較した。多くの脊椎

動物において、ストレスに対する脳の応答には性差があることが知られており（Wendelaar 

Bonga, 1997; Kudielka and Kirschbaum, 2005; Bourke et al., 2012; Handa and Weiser, 2014）、

これは脳におけるグルココルチコイド感受性の性差に起因すると考えられた。さらに、グルコ

コルチコイドが真骨魚類の性決定や性転換のプロセスに大きく影響することを示唆する現象

が多数報告されていることから、グルココルチコイドシグナルの性差が真骨魚類の性転換メ

カニズムの一部を担う可能性も考えられた。これまで、主要なステロイドホルモンのうちエスト

ロゲンとアンドロゲンの受容体遺伝子の脳における発現パターンとその性差は詳細に調べら

れていた（Hiraki et al., 2012）にもかかわらず、グルココルチコイド受容体の発現パターンと

性差に関する知見は真骨魚類で一切得られておらず、ステロイドホルモン感受性の性差に

関する知見は不十分であった。そこで、本研究ではメダカの脳内におけるGR発現の性差を

解析した。その結果、視索前野の複数の神経核においてメスに偏った発現がみられたため、

それらがどのような表現型につながるか解析することを試みた。 

第 2 章では研究対象を GR 発現ニューロンから変更し、数年前に発見された、メダカの

脳内でほぼメス特異的にエストロゲン受容体とアンドロゲン受容体を発現する神経核

PMm/PMg に含まれるペプチドニューロンを対象とした。これらは Neuropeptide B（Npba）を

発現する大細胞性ニューロンで、メダカの視索前野においてメスにはみられるがオスには全

くみられないという、雌雄で表現型が完全に分かれる“性的二型”をもっていた。また、これら

のニューロンは性ステロイド環境に応答して npba の発現量を可逆的に変化させていた

（Hiraki et al., 2014; 横山, 2015）。このことから、これらのメス特異的な Npbaニューロンは性

ステロイドの影響を強く受け、性的なゆらぎをもつと考えられた。しかし、これまでの研究はこ

れらのニューロンにおける npba や性ステロイド受容体遺伝子の発現のみに着目して行われ

ており、ニューロンの他の形質や他の遺伝子発現の面からの性状解析は行われてこなかっ

た。そこで、本章ではこれらのニューロンの制御機構と機能の解明を目標として、ニューロン

自体に着目した多角的な解析を行うこととし、まずはその詳細な形態解析を行った。 

本項のこれ以降の内容は学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5

年以内に出版予定。 
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第 1章 視索前野の神経ペプチド産生ニューロンにおける 

グルココルチコイド受容体発現の性差 

 

1-1. 諸言 

 

ストレスホルモンとして知られるグルココルチコイドは、副腎皮質（真骨魚類では間腎腺）

から分泌されるステロイドホルモンの一種である。グルココルチコイドの主な標的器官の一つ

が脳であり、脳はストレスに対して行動や内分泌の面で様々な応答をする（Whirledge and 

Cidlowski, 2013; Myers et al., 2014）。グルココルチコイドは標的細胞においてグルココルチ

コイド受容体（GR; Glucocorticoid receptor）に結合する。GRは核内受容体であり、転写因子

として標的遺伝子の転写を促進あるいは抑制することで機能する。 

真骨魚類においては、ストレスの受容によって視床下部で副腎皮質刺激ホルモン放出

ホルモン（CRH; Corticotropin-releasing hormone）の分泌が促進され、次に CRHによって脳

下垂体前葉からの副腎皮質刺激ホルモン（ACTH; adenocorticotropic hormone）の分泌が

促進されて、ACTH のはたらきによって間腎腺での真骨魚類の主要なグルココルチコイド兼

ミネラルコルチコイドであるコルチゾルの分泌が促進される。コルチゾルの生体内での作用

は糖新生の促進・海水適応・免疫応答の抑制・生殖抑制など多岐にわたる（Aluru and 

Vijayan, 2009）。この一連の制御系は Hypothalamus-Pituitary-Interrenal（HPI）軸と呼ばれる。

さらに、HPI 軸にはネガティブフィードバック機構が存在し、その主な調節は脳におけるコル

チゾルシグナルの受容が担っている（Wendelaar Bonga, 1997; Bourke et al., 2012）。しかし、

中枢神経におけるグルココルチコイドの直接的な標的細胞や標的遺伝子に関する知見は

数少なく、脳を介したグルココルチコイドシグナルの下流にあるカスケードはいまだ十分には

理解されていない。 

その一方で、多くの脊椎動物において、ストレスに対する脳の応答には性差があることが

発見されており、オスよりもメスでグルココルチコイドシグナルが亢進している例が数多く存在

する（Wendelaar Bonga, 1997; Kudielka and Kirschbaum, 2005; Bourke et al., 2012; Handa 

and Weiser, 2014）。このことから、HPI軸のフィードバック機構の一部である、グルココルチコ

イドの脳への作用にも性差があることが考えられる。実際に、培養細胞を用いた実験でエス

トロゲンが GRのはたらきを調節することが報告されており（Bourke et al., 2012）、マウス海馬

と室傍核（PVN; paraventricular hypothalamic nucleus）では GR発現の性差が見つかってい

る（Goel and Bale, 2010; Pooley et al., 2018）。しかし、これら以外に脳での GR発現の性差
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に関する報告はなく、真骨魚類においてはこれまで全く知見がなかった。 

また、近年、グルココルチコイドが真骨魚類の性決定や性転換のプロセスに大きく影響

することを示す現象が多数報告されている。たとえば、メダカ、ヒラメ（Paralichthys olivaceus）、

ペヘレイ（Odontesthes bonariensis）、ブラック・シーバス（Centropristis striata）、ミツボシキュ

ウセン（Halichoeres trimaculatus）において、コルチゾルの濃度が上昇すると、本来卵巣に

分化するはずのものも含めて未分化な生殖腺が精巣に分化する（Hattori et al., 2009; 

Hayashi et al., 2010; Yamaguchi et al., 2010; Fernandino et al., 2012; Yamaguchi and Kitano, 

2012; Nozu and Nakamura, 2015; Miller et al., 2019）。さらに、クマノミ（Amphiprion 

ocellaris）では性転換中は血中コルチゾル濃度が通常よりも高くなるという報告もある（Iwata 

et al., 2012）。グルココルチコイド濃度の上昇が生殖腺をオス化させる要因としては、グルコ

コルチコイドが生殖腺におけるエストロゲン合成酵素 Cyp19a1a の遺伝子発現を低下させる

こと（Hayashi et al., 2010; Yamaguchi et al., 2010）や、アンドロゲン合成酵素Hsd11b2の遺伝

子発現を上昇させること（Fernandino et al., 2012, 2013）が考えられている。グルココルチコイ

ドシグナルが脳において性分化や性転換に関わることを証明した研究はまだないが、これら

の報告から、真骨魚類の脳におけるグルココルチコイドシグナルの伝達に性差があり、それ

が性分化や性転換に寄与するかもしれないと考えられた。 

この可能性を検証するため、本章ではメダカの脳内における GR の発現パターンを解析

し、それを雌雄で比較した。これにより、視索前野と間脳の複数の神経核において GR の発

現がメスでより高いという性差を見出した。さらに、それらのうち視索前野の神経核では、行

動や神経内分泌に関与するとされる神経ペプチドを産生するニューロンに占める GR 発現

ニューロンの割合がメスでより高いことも明らかになった。これらのデータから、脳における行

動や神経内分泌の制御に対するグルココルチコイドの作用に性差があることが示唆された。 

 

1-2. 材料と方法 

 

1-2-1. 実験魚 

実験には d-rR 系統のメダカを使用した。これらを水温 28℃、14 時間明期/10 時間暗期

の条件で飼育し、ブラインシュリンプ幼生および市販のペレット飼料（おとひめ; 日清丸紅飼

料, Tokyo, Japan）を 1日 3回与えた。実験には 3–5 ヵ月齢の性成熟した個体を用い、明期

開始後 1–3時間の間にサンプリングした脳を解析に供した。 
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1-2-2. GRのメダカ脳内における発現部位の特定と発現面積の定量 

メダカを含む真骨魚類の多くは2種類のGR遺伝子（gr1、gr2）をもつ（Alsop and Vijayan, 

2008, 2009）。メダカの GR1 と GR2 はともに in vitro でコルチゾル応答性が確認されており

（Miyagawa et al., 2015）、また GR2は in vivoでの生理作用も確認されている（Trayer et al., 

2013;）。メダカのESTクローンのうち、gr1（clone ID, oleb52f22; GenBank accession numbers, 

XM_004076127）、gr2（clone ID, olgi51k04; GenBank accession numbers, NM_001163133）

に 該 当 す る も の に つ い て 、 National BioResource Project （ NBRP ）  Medaka

（ http://www.shigen.nig.ac.jp/medaka/ ） か ら 譲 渡 を 受 け た 。 5 ′

-AGTTGTTGACGGATCCGCGAGA-3′/5′-CCTGGCAAGCCTGAGGCAGA-3′（gr1）、

5′-CTAATGGCCAGTTGCACAGCGT-3′/5′-GAGAGCTTGAGAAAGCCTCACT-3′

（gr2）のプライマーセットを用いた PCR により、EST クローンから gr1（1451 bp）と gr2（1416 

bp）の cDNA断片を得た。cDNA断片をpGEM-T easy vector（Promega, Madison, WI, USA）

にライゲーション、大腸菌にトランスフォーメーションした後、プラスミド精製を行い、SpeI ある

いは NcoI 処理によって直鎖化した。その後、これらの直鎖化プラスミドを鋳型として、T7 

RNAポリメラーゼあるいは SP6 RNAポリメラーゼ、および Digoxigenin RNA Labeling Mix

（Roche Diagnostics, Basel, Switzerland）によって digoxigenin（DIG）で標識した cRNAプロ

ーブを合成した。これらの cRNA プローブを用いて、以下の方法に従って in situ 

hybridization（ISH）を行った。なお、プローブの交差反応を避けるため、gr1 と gr2 の cRNA

プローブには互いに最も相同性の低い、5’-UTRとOpen reading frameの5’側の配列を用い

た。 

雌雄のメダカ（各 n = 5）の脳を摘出後、4ºC において 4% palaformaldehyde（PFA）/ 

phosphate buffered saline（PBS）（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, 

Japan）中で 7時間固定し、エタノールで脱水して-20ºCで一晩以上インキュベートした。これ

をキシレンで透徹した後、パラフィン（Paraplast； Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）に包

埋し、ミクロトーム（RM2255; Leica Microsystems, Wetzlar, Germany）を用いて、脳前端部か

ら小脳後端部までの厚さ 10 μm の連続冠状切片を作製した。切片はスライドグラス

（MAS-GP type A; Matsunami, Osaka, Japan）に載せ、42ºC のホットプレート（NHP-M20； 

Nissin Rika, Tokyo, Japan）上で 2時間乾燥させた後、ISHに供するまで 4ºCで保存した。 

切片をキシレンおよびエタノールで脱パラフィンし、プロテイナーゼ K（ProK; FUJIFILM 

Wako Pure Chemical Corporation）/PBS中で 37ºCにて 15分間処理した後、4% PFA/PBS

溶液で 10分間再固定した。次にアセチル化バッファー（0.1 M triethanolamine、0.021 M塩
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酸、0.026 M 無水酢酸）中で 15 分間アセチル化を行い、PBS、5× saline-sodium citrate

（SSC; 0.25 M NaCl、0.015 M C6H5O7Na3・2H2O）/50%ホルムアミドによる洗浄の後、ハイ

ブリダイゼーションバッファー（ 50%ホルムアミド、5× SSC、5× Denhardt’ s solution

（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation）、2 μg/ml yeast RNA（Roche Diagnostics）、

30 μg/ml Calf Thymus DNA（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）中で、55ºC、2

時間のプレハイブリダイゼーションを行った。続いて、ハイブリダイゼーションバッファー中に

各 DIG ラベルプローブ（終濃度 0.3 μg/ml）を加え、55ºCで一晩ハイブリダイゼーションを行

った。55ºC にて 5× SSC/50%ホルムアミドおよび 2× SSC で洗浄した後、1.5% Blocking 

Reagent（Roche Diagnostics）/ tris buffered saline（TBS; 150 mM NaCl、100 mM Tris）を用い

て室温で 1時間ブロッキングした。続いて、同溶液で 2000倍希釈した Alkaline phosphatase

（AP）標識ヒツジ抗 DIG抗体（Roche Diagnostics）と 4ºCで一晩反応させた。TBSおよび AP

バッファー（5 M NaCl、1 M Tris-HCl（pH 9.5）、1 M MgCl2）で洗浄した後、APバッファーに

溶解した nitro blue tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate（NBT/BCIP）（Roche 

Diagnostics）を用いて、遮光条件下で 7日間発色させた。PBSで洗浄し、4% PFAにより 15

分間の後固定処理を行い、再び PBS および純水で洗浄した後、Aqua-Poly/Mount

（Polysciences, Warrington, PA, USA）を用いて封入した。 

切片の観察および写真撮影は、正立顕微鏡（BX53; Olympus, Tokyo, Japan）とデジタル

カメラ（DP72; Olympus）、および写真撮影のためのソフトウェア（cellSens； Olympus）を用い

て行った。発現面積の定量のため、全ての脳切片を同じ撮影条件で撮影し、Adobe 

Photoshop（Adobe Systems, San Jose, CA, USA）を用いてモノクロ二階調化し、各神経核に

おけるシグナルの面積を ImageJ（http://rsbweb.nih.gov/ij/）を用いて算出した。神経核の同

定 は 、 メ ダ カ の 脳 ア ト ラ ス （ Anken and Bourrat, 1998; Ishikawa et al., 1999; 

http://www.shigen.nig.ac.jp/medaka/medaka_atlas/）、および当研究室の先行研究（Hiraki et 

al., 2012, 2014; Kawabata et al., 2012）のデータをもとに行った。 

解析に用いた全てのメダカの月齢と体サイズをほぼ同じに揃えたこと、また各個体の全

切片を定量に用いたこと、互いに比較したサンプルは全て同時に、同条件下で染色に供し

たことから、データの補正は特に行わなかった。 

 

1-2-3. 視索前野の神経核における gr1 と vt/it/gnrh1の共発現の定量 

PCR によって得られたバソトシン（vt; vasotocin）（845 bp）、イソトシン（it; isotocin）（738 

bp）、ゴナドトロピン放出ホルモン 1（gnrh1; gonadotropin-releasing hormone 1）（428 bp）の
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cDNA断片をpGEM-Teasyベクター（Promega）にサブクローニングしたもの（Kawabata et al., 

2012 にて作製、当研究室に保管）を鋳型とし、T7 RNA ポリメラーゼと Fluorescein RNA 

Labeling Mix（Roche Diagnostics）によって、Fluorescein標識された vt、it、gnrh1の cRNAプ

ローブを合成した。これらと 1-2-2の項で作製した DIG標識された gr1の cRNAプローブを

用いて、以下の方法に従って蛍光二重 ISHを行った。 

メダカの脳（gr1/vt、gr1/it、gr1/gnrh1 それぞれの組み合わせに対し、雌雄ともに n = 4—

8）を摘出し、4% PFA/PBS（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation）中で 3時間固定し

た。10%、20%、30%スクロース/PBS を用いて段階的にスクロース置換し、5%アガロース

/20%スクロース/PBSに包埋した後、-80ºCのヘキサン中で急速凍結させ、使用まで-80ºCに

て保存した。その後、クリオスタット（Microm HM550； Thermo Fisher Scientific）を用いて厚

さ 20 μmの連続冠状切片を作製し、これをスライドグラス（MAS-GP type A; Matsunami）上に

載せて 3時間室温にて乾燥させた後、使用するまで-80ºCにて保存した。 

解凍した切片を 30分程度乾燥させ、PBSで洗浄した後、0.6% H2O2/PBS中で 30分間イ

ンキュベートすることで、内因性のペルオキシダーゼを失活させた。PBS で洗浄後、アセチ

ル化バッファー（0.1 M triethanolamine、0.021 M塩酸、0.026 M無水酢酸）を用いて 15分間

アセチル化処理を行った後、PBS および 5×SSC/50%ホルムアミドで洗浄した。55ºC におい

てハイブリダイゼーションバッファー（50%ホルムアミド、5× SSC、5× Denhardt’s solution

（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation）、2 μg/ml yeast RNA（Roche Diagnostics）、

30 μg/ml calf thymus DNA（Thermo Fisher Scientific））中で2時間のプレハイブリダイゼーシ

ョンを行った後、Fluorescein標識した vt、it、gnrh1のcRNAプローブ（終濃度0.05 μg/ml（vt、

it）、0.1 μg/ml（gnrh1））とDIG標識した gr1の cRNAプローブ（終濃度 0.5 μg/ml）を加え、55

ºCにて一晩ハイブリダイゼーションした。55ºCにて 5× SSCおよび 2× SSCで洗浄した後、

1.5% Blocking Reagent（Roche Diagnostics）/TBS中で、室温にて 1時間ブロッキングを行っ

た。その後、1.5% Blocking Reagent/TBS を用いて 1000 倍に希釈した核染色試薬

4’ ,6-diamidino-2-phenylindole（DAPI、Roche Diagnostics）、1000倍に希釈したアルカリホス

ファターゼ（AP）標識ヒツジ抗 DIG 抗体（Roche Diagnostics）、および 100 倍に希釈した

Horseradish peroxidase（HRP）標識ヒツジ抗 Fluorescein 抗体（PerkinElmer, Waltham, MA, 

USA）と 4ºC で一晩反応させた。0.05% Tween 20（MPOA Biomedicals, Santa Ana, CA, 

USA）/TBS（TBST）で洗浄の後、vt、it、gnrh1検出のために、Tyramide Signal Amplification

（TSA） Plus Fluorescein System（PerkinElmer）を用いて遮光条件下で 48—79分間 TSA反

応を行った。次に、TBSTでの洗浄とAPバッファー（0.12 M NaCl、0.12 M Tris-HCl（pH 8.0）、
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0.06 M MgCl2）での平衡化を行った後、gr1 検出のために、Tris-HCl（pH8.2）に溶解した

Fast Red Tablets（Roche Diagnostics）を用いて 1 時間発色させた。PBS で洗浄後、

Vectashield Hard Set（Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA）を用いて封入した。サンプ

ルは 4ºCで 1時間乾燥させた後、撮影するまで-80ºCにて保存した。 

蛍光二重 ISH 後の切片の撮影には共焦点レーザースキャン顕微鏡 TCS SP8（Leica 

microsystems）を用い、PMm/PMg のメス特異的 Npba ニューロンの画像を取得した。取得し

た画像は Photoshop CS6（Adobe Systems）を用いて明度とコントラストを調節した。写真撮影

時の励起光の波長と検出波長のレンジは、DAPIでは 405 nm/410—480 nm、Fluoresceinで

は 488 nm/495—545 nm、Fast Redでは 552 nm/620—700 nmとした。PPaと Pblを含む全ての

切片の画像を取得し、vt、it、gnrh1 をそれぞれ発現するニューロンと、vt/it/gnrh1 と gr1 を共

発現するニューロンの数を目視にて計測した。vt/it/gnrh1を発現するニューロンに占める gr1

発現ニューロンの割合を算出し、雌雄の間で比較した。 

 

1-2-4. 体内のコルチゾル量の測定 

雌雄のメダカ（それぞれ 2個体をプールしたものを 1サンプルとし、n = 5）を PBS中でホ

モジナイズし、ステロイドホルモンをクロロホルム/メタノール溶液（2:1 v/v）で抽出した後、

Sep-Pak C18 cartridge（Waters Corporation, Milford, MA, USA）を用いてろ過した。これらの

サンプルを用い、コルチゾルの量を測定した。測定には Cortisol EIA Kit（Cayman Chemical 

Company, Ann Arbor, MI, USA）をメーカー指定の方法で使用した。 

 

1-2-5. 統計解析 

統計解析には、GraphPad Prism（GraphPad Software, San Diego, CA, USA）を使用した。

各神経核における gr1の発現面積の性差の検定には対応のない両側 Student’s t-test、全身

におけるコルチゾル量の性差の検定には対応のない両側 Welch’s t-test を用いた。

vt/it/gnrh1 を発現するニューロンに占める gr1 発現ニューロンの割合の性差の検定には

Mann-Whitney testを用いた。データは全て平均値±標準誤差の棒グラフで示した。 

 

1-3. 結果 

 

1-3-1. 脳内の GRの発現部位と発現面積の性差 

メダカのもつ 2つのGRである gr1、gr2の脳内での発現パターンを半定量的 ISH法によ
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り解析した。その結果、gr1についてのみ広範囲でシグナルが得られ、複数の神経核におい

て発現面積に有意な性差がみられた。神経核の略称と名称を表 1-1 に記す。2 つあるいは

それ以上の神経核に連続してシグナルが見られ、各神経核を区別して解析することが困難

な場合には、それらの神経核にまたがったシグナルの総計を解析し、神経核の名前はスラッ

シュで区切って記載した。gr2 についてはシグナルが得られず、定量は不可能であった。脳

において、gr2の発現は RT-PCRによる解析では検出されており、gr1より高い発現がみられ

ている（Miyagawa et al., 2015）ことから、今回 ISHによる検出ができなかったことは発現その

ものがなかったことではなく、細胞あたりの発現量が ISHによる検出限界を下回っていたこと

に起因すると考えられる。 

gr1を発現する各神経核の代表的な写真と脳内におけるそれらの位置を図 1-1に、その

定量結果を図 1-2 にまとめた。gr1 は終脳の dDm/dDl、vDl、視索前野の PMp、PPa、Pbl、

PMm/PMg、間脳の aNVT、NDTL、pNVT/NAT/NRL、NGp、視蓋の PGZ3、小脳のCbSgで

発現していた。これらの神経核のうち、PPa、Pbl、NGp での gr1 の発現面積はメスで有意に

大きかった（PPa、Pbl、NGpについてそれぞれ p = 0.014、p = 0.003、p = 0.049）。また、統計

的に有意な差は検出されなかったものの、他にも複数の神経核でメスの方が発現面積が大

きい傾向がみられた。gr1センスプローブを用いた ISHでは一切のシグナルがみられなかっ

たことから、今回用いた gr1 アンチセンスプローブは gr1 遺伝子に対して十分に特異性をも

っていると考えられる（図 1-3）。 

 

1-3-2． 視索前野における gr1 と行動・神経内分泌関連遺伝子の共発現の性差 

gr1 の発現面積がメスで有意に大きかった神経核のうち、PPa と Pbl は行動や神経内分

泌系に関わる重要な神経ペプチド遺伝子を発現している。PPa では vt、it、gnrh1、Pbl では

gnrh1の発現が、それぞれ確認されている（Kawabata et al., 2012）。PPa と Pblで gr1の発現

に性差がみられたことから、これらのペプチドニューロンにおいても gr1 がメスに偏って発現

している可能性が考えられたため、gr1 とこれらの神経ペプチド遺伝子の二重 ISH を行い、

共発現の性差を定量した。 

その結果、まず、gr1 は PPa において vt、it、gnrh1 と、Pbl において gnrh1 と共発現して

いることが確認できた（図 1-4A）。さらに、PPa における vt/it/gnrh1 ニューロン、Pbl における

gnrh1 ニューロンのうち、gr1 を発現するニューロンの割合を算出したところ、PPa における vt、

gnrh1 ニューロンのうち gr1 を発現するものの割合はメスの方が高いことが明らかになった

（図 1-4B）。gr1発現ニューロンの割合は、PPaの vtニューロンではメスで 78.8%（448細胞中
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353細胞）、オスで 61.7%（522細胞中 322細胞）、PPaの gnrh1ニューロンではメスで 47.5%

（99細胞中 47細胞）、オスで 29.4%（211細胞中 62細胞）で、それぞれメスで有意に高かっ

た（PPaの gnrh1ニューロンで p = 0.0022、vtニューロンで p < 0.0001）。PPaの itニューロン

ではメスで 71%（739細胞中 492細胞）、オスで 66.6%（407細胞中 289細胞）、Pblの gnrh1

ニューロンではメスで 45.4%（251 細胞中 114 細胞）、オスで 50.6%（233 細胞中 118 細胞）

で、雌雄の間に有意な差はみられなかった。 

 

1-3-3． 体内のコルチゾル量の性差 

GRの発現の性差について、その主なリガンドであるコルチゾルの体内における濃度にも

性差がある可能性が考えられた。この可能性を検証するために平常状態の雌雄のメダカの

体内におけるコルチゾルの量を測定・比較したところ、メスの方がコルチゾル量が高い傾向

がみられたものの、有意な差はみられなかった（p = 0.1339）（図 1-5）。 

 

1-4． 考察 

 

本章では、メダカ脳内における gr1の発現パターンを詳細に解析し、視索前野の神経核

PPa、Pbl と、間脳の神経核 NGp においてその発現面積がメスでより大きいことを示した。ま

た、統計的に有意な差がみられなかった他の神経核の多くにおいても、gr1 の発現面積はメ

スでより大きい傾向にあった。脊椎動物において、平常状態のGRの発現パターンを全脳で

解析し、雌雄で比較した研究は本研究が初めてである。全脳における GR の発現パターン

は哺乳類では詳しく調べられているが（Sousa et al., 1989; Morimoto et al., 1996; Handa and 

Weiser, 2014）、真骨魚類での知見は少なく、ニジマス（Oncorhynchus mykiss）において Gr1

の免疫陽性細胞の分布が報告されている（Teitsma et al., 1998, 1999）のみであり、性差に関

する知見はこれまでなかった。gr1 のニジマスとメダカにおける発現パターンを比較すると、

大部分においては一致するが、ニジマスにおいてはメダカで発現が見られない Vd/Vs/Vp

や中脳被蓋にも gr1 の発現がみられる。Vs/Vp は局所破壊実験や局所的な電気刺激実験

の結果から、真骨魚類の性行動中枢であると考えられており（Koyama et al., 1984; Satou et 

al., 1984）、この神経核における gr1 の発現パターンがニジマスとメダカの間で異なるとすれ

ば、これらの魚種間ではストレスが性行動に与える影響にも違いがあるのかもしれない。 

PPa、Pbl はともに、哺乳類で雄の性行動に深く関わる視索前野と相同な領域に含まれる

（Forlano and Bass, 2011; Karigo et al., 2012）。これらの神経核には行動や内分泌を制御す
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る神経ペプチドを産生するニューロンがみられ、PPa には Vt、It、GnRH1、Pbl には GnRH1

を産生するニューロンが局在する（Kawabata et al., 2012）。これらのペプチドニューロンと

PPa と Pbl での gr1 発現の性差の間に何らかの関係があることが考えられたため、次に gr1

と vt/it/gnrh1の共発現の有無と、共発現の割合の性差を調べた。その結果、PPaでは it、vt、

gnrh1 と gr1 が、Pbl では gnrh1 と gr1 が、それぞれ共発現することが確認され、これらの遺

伝子の発現をグルココルチコイドシグナルが調節することで配偶子形成や行動パターンに

影響を与えていることが強く示唆された。さらに、PPaにおいては vt、gnrh1を発現するニュー

ロンのうち gr1 を発現するニューロンの割合がオスよりもメスで高かった。メダカの PPa の Vt

ニューロンと GnRH1ニューロンそのものの数に性差はみられない（Kawabata et al., 2012）た

め、GR1 を介したシグナル伝達の性差がこれらのニューロン群の機能に性差をもたらしてい

る可能性が考えられる。Vt ニューロン、GnRH ニューロンにおける GR の発現は、真骨魚類

を含む脊椎動物においてこれまでにも報告されている（Teitsma et al., 1999; Bond et al., 

2007）が、これらのペプチドニューロンにおける GR 発現の性差を報告したのは本研究が初

めてである。この結果は、Vt、GnRH1 を介した行動や内分泌パターンの形成にグルココル

チコイドシグナルが及ぼす影響に性差がある可能性を示している。 

Vt は哺乳類のアルギニンバソプレシン（AVP）、It は哺乳類のオキシトシン（OXT）とオー

ソロガスで、攻撃行動、つがい行動、性行動に関わると考えられている（Balment et al., 2006; 

Goodson and Thompson, 2010; 川幡, 2016）。これらの神経ペプチド遺伝子はストレスによる

発現調節を受けると考えられる。たとえば、Vt と Itはともに、イトヨ（Gasterosteus aculeatus）、

ヨーロッパヘダイ（Sparus auratus）で高密度飼育のストレスによって血中あるいは全脳中のタ

ンパク質量が上昇する（Mancera et al., 2008; Kleszczyńska and Kulczykowska, 2013）。これ

らのことからも、PPaの Vtニューロンと Itニューロンで発現する GRがこれらの神経ペプチド

の発現を調節し、これらを介して種々の行動に影響を及ぼす可能性は高いと考えられた。 

PPaを含む視索前野の小細胞性の Vtニューロンについては、これらが脳下垂体に投射

し、ACTHの分泌促進によって HPI軸を活性化することが示唆されている（Gilchriest et al., 

2000）。ニジマスにおいては、視索前野の小細胞性ニューロンにおける vt 発現が急性のスト

レス刺激に伴って増加する（Gilchriest et al., 2000）。その一方で、真骨魚類では検証されて

いないものの、哺乳類においてはグルココルチコイドがネガティブフィードバックを介して直

接的にAvpの発現を抑制することが知られている（Kovács et al., 2000; Keller-Wood, 2015）。

これらの先行研究と今回得られた結果をあわせると、グルココルチコイドによる HPI軸のネガ

ティブフィードバックが vtの発現を制御し、PPaにおける vtの発現制御はメスでより強力に行
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われていると考えられる。そこで本研究においても、メダカにコルチゾルあるいは GR アンタ

ゴニストを投与して脳内での vtの発現量が変化するかどうか検証したが、再現性のある結果

は得られなかった。PPa の vt の発現量にグルココルチコイドシグナルが影響することはまだ

証明できておらず、この点については今後検討する必要がある。 

また、アフリカンシクリッド（Astatotilapia burtoni）では、視索前野の小細胞性ニューロン

における vtの発現量が優位オスで劣位オスよりも低い（Greenwood et al., 2008）。具体的な

検証はされていないものの、この領域における vt の発現は優位オスに特徴的な行動を抑え

る、あるいは劣位オスに特徴的な行動を促進する可能性がある。また、チョウチョウウオの一

種（Multiband butterflyfish; Chaetodon multicinctus）においては、個体の攻撃性の高さと視

索前野の小細胞性ニューロンにおける Vt ニューロンの数、大きさにはそれぞれ負の相関が

みられる（Dewan and Tricas, 2011）。これらのことから、PPaの vtニューロンにおける gr1発現

の性差が、メダカの社会性行動、特にストレス環境下での攻撃行動に性差をもたらす可能

性も考えられる。 

GnRH1 は配偶子形成の鍵となる分子であり、メダカの Pbl で産生される GnRH1 は脳下

垂体前葉に放出され、生殖腺刺激ホルモンである lutenizimg hormone（LH）と follicle 

stimulating hormone（FSH）を分泌させる（Okubo et al., 2006; Okubo and Nagahama, 2008; 

Karigo and Oka, 2013）。その一方で、PPaの GnRH1ニューロンは脳下垂体へは投射しない

と考えられており（Karigo et al., 2012）、その投射先や機能は未知である。ラットにおいて、

GnRH投与によってメスの性行動が促進される一方で LH と FSHに GnRH と同等の効果は

ないこと（Moss and McCann, 1973）、脳下垂体を除去したメスで GnRH投与によって性行動

が促進されること（Pfaff, 1973）が報告されており、これらのことから脳下垂体以外の部位へ

の GnRHの作用が性行動を促進すると考えられている。また、in vivo と in vitro両方の実験

系において、グルココルチコイドが gnrh1 の転写を抑制することも報告されている（Chandran 

and DeFranco, 1999; Sapolsky et al., 2000）。これらの知見を踏まえると、PPaで発現する gr1

は gnrh1 を介してストレス環境下での性行動を抑制しており、その抑制効果はオスよりもメス

でより高いという可能性が考えられる。 

PPa、Pblに加えて、NGpにおいてもgr1の発現面積はメスでより大きかった。現時点では

メダカの NGp で産生される他の神経ペプチドについての所見は乏しく、どのようなニューロ

ンが NGp での gr1 発現の性差を形成しているのか知ることはできなかった。NGp は視覚神

経路上にあることが知られている。NGp は視蓋前域吻側部の皮質核を介して視覚の一時中

枢である視蓋からの入力を受け、間脳下葉に投射している（Sakamoto and Ito, 1982）。この
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皮質核-糸球体核-下葉系の機能はいまだ不明であるが、今回の結果は視覚伝達にストレス

が与える影響に性差がある可能性を示しており、この点については今後さらに探求する余

地がある。また、他の複数の脳領域においても、メスの方が gr1 の発現面積が大きい傾向に

あり、このことはグルココルチコイドシグナルが脳の広い範囲に対してメスでより強い影響を

及ぼす可能性を示している。ただし、今回非ストレス環境下で観察された gr1 発現の性差が

ストレス環境下でも同様にみられるかどうかは調べておらず、個体のストレス状態によって発

現パターンが異なる可能性も考えられる。 

メダカの全身のコルチゾル量を測定した結果、オスとメスの間に統計的に有意な差はな

いものの、メスの方がより量が多い傾向がみられた。非ストレス環境下で、コルチゾル-GR シ

グナル系は受容体だけでなく、リガンドのレベルでもメスの方が亢進しているのかもしれない。

非ストレス環境下でのコルチゾル濃度の性差はニジマスをはじめとするサケ科魚類にもみら

れ、これらの魚種でもメスの方が濃度が高い（McQuillan et al., 2003）。げっ歯類でも、一般

的にグルココルチコイド濃度はオスよりもメスの方が高く、メスの中でも卵巣由来のエストロゲ

ン量が多い発情前期には特に高くなる（Bangasser and Valentino, 2014）。これに加え、血中

グルココルチコイド濃度が卵巣除去によって低下し、卵巣除去個体にエストロゲンを投与す

ると回復することも報告されている（Seale et al., 2004a, 2004b）。これらのことと本研究の成果

を合わせると、メスに偏ったグルココルチコイドシグナルは真骨魚類と哺乳類の間で保存さ

れており、またその性差はエストロゲンによって形成されていると考えられる。 

その一方で、GR 発現の性差は真骨魚類と哺乳類の間では保存されていないようだ。

GR はマウスの海馬ではオス、ラットの室傍核ではメスに偏って発現する（Goel and Bale, 

2010; Pooley et al., 2018）ことが報告されている。これに加えて、ラットの海馬や培養細胞の

COS-7ではエストロゲンが GRの発現を抑制することから（Turner, 1997; Bourke et al., 2012）、

哺乳類のGRは脳全体でメスに偏った発現を示すメダカの gr1とは異なる発現パターンを示

すと考えられる。これについて、現段階で機能の面での考察は難しいが、哺乳類ではメスで

はリガンド濃度が高いのに対して受容体の発現量を下げてシグナル伝達経路のバランスを

保っているのに対し、真骨魚類ではリガンドも受容体もメスでより多く、哺乳類よりも強固にメ

スでシグナル伝達系を亢進させていると解釈できる。 

直接的な証拠は得られていないものの、今回みられた GRの発現の性差には性ステロイ

ドシグナルが関与していると考えられる。当研究室の先行研究によって、PPa ではエストロゲ

ン受容体 esr2aと esr2b、アンドロゲン受容体 araと arbが発現することが明らかになっている

（Hiraki et al., 2012）。PPaでのメスに偏った gr1の発現は、これらの受容体を介したエストロ
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ゲンによる発現促進、あるいはアンドロゲンによる発現抑制によって形成されたと考えられる。

その一方で、Pbl と NGp ではエストロゲンやアンドロゲンの受容体の発現は確認されていな

い（Hiraki et al., 2012）ため、これらの神経核における gr1の発現の性差に性ステロイドが関

わっているとすれば、その作用は他の細胞を介した間接的なものである可能性が高い。 

以上の研究により、メダカの脳における gr1 の発現面積には性差があり、視索前野の vt

ニューロンと gnrh1ニューロンではメスの方が gr1発現ニューロンの割合が高いことが明らか

になった。これらのペプチド産生ニューロンを介してグルココルチコイドシグナルが内分泌や

行動のパターンに与える影響は、オスよりもメスの方が大きいと考えられる。また、VtとGnrh1

は真骨魚類の性転換プロセスへの関与が繰り返し示唆されてきている（Godwin, 2010; Liu 

et al., 2017）。グルココルチコイドシグナルについても多くの魚種で性分化や性転換への影

響が報告されている（Hattori et al., 2009; Hayashi et al., 2010; Yamaguchi et al., 2010; 

Fernandino et al., 2012; Yamaguchi and Kitano, 2012; Nozu and Nakamura, 2015; Miller et 

al., 2019）ことから、今回みられた vtニューロン、gnrh1ニューロンにおける gr1発現の性差が

真骨魚類の脳の性的可逆性に寄与する可能性も考えられる。
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表 1-1. 神経核の略称と名称 

aNVT anterior part of the ventral tuberal nucleus 

CbSg granular layer of cerebellum 

dDl dorsal part of the lateral nucleus of the dorsal telencephalic area 

dDm dorsal part of the medial nucleus of the dorsal telencephalic area 

NAT anterior tuberal nucleus 

NDTL diffuse nucleus of lateral torus 

NGp posterior part of the glomerular nucleus 

NRL lateral recess nucleus 

Pbl basal lateral preoptic nucleus 

PGZ3 periventricular gray zone (layer 3) 

PMg gigantocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 

PMm magnocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 

PMp parvocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 

pNVT posterior part of the ventral tuberal nucleus 

PPa anterior parvocellular preoptic nucleus 

PPp posterior parvocellular preoptic nucleus 

Vd dorsal nucleus of the ventral telencephalic area 

vDl ventral part of the lateral nucleus of the dorsal telencephalic area 

vDm ventral part of the medial nucleus of the dorsal telencephalic area 

Vp posterior nucleus of the ventral telencephalic area 

Vs supracommissural nucleus of the ventral telencephalic area 
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図 1-1. メダカの脳における gr1発現ニューロンの分布 

（A）各神経核における gr1の ISH結果の代表的な写真。スケールバーは全て 50 μm。（B）

メダカの脳を側面から見た模式図。左が吻側、右が尾側、上が背側、下が腹側。C-Kの面に

おける断面をパネル C-K に示す。Ce は小脳、Hyp は間脳、MO は延髄、OB は嗅球、OpN

は視神経、OTは視蓋、Telは終脳を示す。（C-K）gr1発現ニューロンの分布を黒い星マーク

で示した線画。各神経核の略称については表 1-1を参照のこと。 
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図 1-2. メダカの脳における gr1発現の性差 

雌雄のメダカ（各 n = 5）の神経核別の gr1の発現面積。黒のカラムがオス、白のカラムがメス

の結果を示す。視認性の向上のためグラフを 2つに分割してある。雌雄間の有意差を* p < 

0.05、** p < 0.01で示した（Student’s t-test）。神経核の略称については表 1-1を参照のこと。 
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図 1-3. gr1のセンスプローブを用いた ISHの結果 

神経核 vDm、PPa、PMm、NGp における ISH 結果の代表的な写真。スケールバーは全て

50 μm。これら以外の神経核においても、センスプローブを用いた染色では一切のシグナル

がみられなかった。神経核の略称については表 1-1を参照のこと。 
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図 1-4. gr1 と vt、it、gnrh1の共発現 

（A）上から、PPa の vt/it/gnrh1 ニューロン、Pbl の gnrh1 ニューロンにおける gr1 の発現。マ

ゼンタは gr1 の、緑は vt/it/gnrh1 のシグナルを、青は DAPI による対比染色を示す。スケー

ルバーは全て 10 μm。（B）PPa の vt/it/gnrh1 ニューロン、Pbl の gnrh1ニューロンのうち gr1

を発現するニューロンの割合。黒のカラムがオス、白のカラムがメスの結果を示す。雌雄間の

有意差を** p < 0.01、*** p < 0.001で示した（Mann-Whitney test）。神経核の略称について

は表 1-1を参照のこと。
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図 1-5. 体内コルチゾル量の性差 

非ストレス環境下でのメダカ全身のコルチゾル量。黒のカラムがオス、白のカラムがメスの結

果を示す。 
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第 2章  視索前野のメス特異的 Npbaニューロンの 

エストロゲン応答性 

 

2-1. 諸言 

 

序論で述べたように、真骨魚類の脳は生涯にわたって性的な可逆性をもつことが知られ

ながらも、その可逆性のメカニズムはまったく明らかになっておらず、脳内に存在する性差に

ついても断片的な知見しか得られていなかった。こうした中、第 1 章では脳の性差に関する

新たな知見として、メダカの脳内においてストレス応答を担う GR の発現には性差があり、視

索前野の vtニューロンと gnrh1ニューロンにおいてオスよりもメスで GR発現ニューロンの割

合が高いことが示された。第 1章で見出された性差は雌雄の表現型が連続的であり、解析し

たサンプルの中にはメスの表現型に近いオスや、オスの表現型に近いメスも存在していた。

他脊椎動物も含め、これまでに発見されている脳内の性差にはこれと同様のものが多い

（Ball et al., 2014; Joel et al., 2015）。 

これに対し、メスの表現型とオスの表現型が完全に分かれており、その形質から個体の

性別を判断できるほど顕著な性差もわずかながら発見されている。これらは“性的二型

（sexual dimorphisms）”と表現され、近年は平均値の違い程度の性差（sex differences）と分

けて捉えるべきと考えられている（McCarthy et al., 2012; Ball et al., 2014）。神経解剖学的な

性的二型の例としては、鳥類の中でオスが求愛としてのさえずり行動を行うカナリア（Serinus 

canaria）やキンカチョウ（Taeniopygia guttata）にみられる“song system”の性的二型、ラットを

はじめとする哺乳類の視索前野の神経核“SDN-POA”の性的二型が挙げられる。song 

system はオス特異的なさえずり行動の学習と発現に不可欠な神経核群で、その一部はメス

よりもオスで顕著に大きい（Nottebohm and Arnold, 1976）。SDN-POAは視索前野の神経核

で、メスよりもオスで 3–5倍程度大きく（Gorski et al., 1978, 1980）、その機能は完全には解明

されていないものの、性指向や性行動への関与が示唆されている（Arendash and Gorski, 

1983; Houtsmuller et al., 1994）。 

そのような状況の中、メダカの脳でも性的二型とよべる性差が発見された。真骨魚類の

性行動中枢として知られる視索前野の神経核 PMm/PMg（the magnocellular/gigantocellular 

portions of the magnocellular preoptic nucleus）（Koyama et al., 1984; Satou et al., 1984）に

おいて、エストロゲン受容体とアンドロゲン受容体がほぼメス特異的に発現していることがそ

の一つである（Hiraki et al., 2012）。また、この神経核はmagnocellular/gigantocellularの名の
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通り、比較的大細胞性のニューロンで構成されているが、その中でも一際大きいニューロン

の一群（以降、この一群を大細胞性ニューロンと称する）がみられ、その細胞数はオスよりも

メスで顕著に多かった（大久保ら, 未発表データ）。その後、この PMm/PMgの大細胞性ニュ

ーロンの大部分は Neuropeptide B（Npba）という神経ペプチドをコードする遺伝子 npbaを発

現すること、PMm/PMgの大細胞性 Npbaニューロンはオスには全くみられずメスのみにみら

れることがわかった（梶山（平木）, 2015）。この PMm/PMg の Npba ニューロンの数の性差も

性的二型とよべる顕著なものであった。さらに、これらのメス特異的な Npbaニューロンは、脳

の性的可逆性の観点でも興味深い特徴を有していた。これらはメダカのもつ 5種類の性ステ

ロイド受容体（esr1、esr2a、esr2b、ara、arb）のうち 4 種類（esr1、esr2b、ara、arb）を発現し、

エストロゲンに応答して npba を発現する一方で、アンドロゲンに応答して npba の発現を消

失させていた（Hiraki et al., 2014; 横山, 2015）。このことから、PMm/PMg のメス特異的な

Npbaニューロンは性ステロイドの影響を強く受け、性的なゆらぎをもつと考えられ、その制御

機構と機能を明らかにできれば、真骨魚類の脳の性転換メカニズム解明の糸口になると考

えられた。そこで本章以降では、研究対象を PMm/PMgのNpbaニューロンに変更し、これら

のニューロンの性状解析を行った。 

本章では、まず PMm/PMgのメス特異的な Npbaニューロンに対して透過型電子顕微鏡

と細胞小器官マーカーの免疫組織化学を用いた形態観察を行った。また、これらのニュー

ロンのクロマチンに特徴的な化学修飾を見出した。さらに、これらのニューロンの形態と化学

修飾がエストロゲン依存的かつ可逆的に保たれていることを発見した。続いて、メスの大細

胞性 Npba ニューロンに相当するニューロンがオスにも存在するかどうか、エストロゲン投与

実験によって確かめた。 

 

2-2. 材料と方法 

 

2-2-1. 実験魚 

当研究室において、npba のプロモーター領域に緑色蛍光タンパク質遺伝子 gfp を接続

した配列をゲノム中に挿入したトランスジェニックメダカ（npba-GFP トランスジェニックメダカ）

が作出され、GFPの蛍光が npba発現ニューロン特異的にみられることが確認されている（梶

山（平木）, 2015）。実験にはこの npba-GFP トランスジェニックメダカまたは d-rR系統のメダカ

を用いた。メダカは水温 28ºC、14 時間明期/10 時間暗期の条件下で飼育し、ブラインシュリ

ンプ幼生およびは市販の固形飼料（おとひめ; 日清丸紅飼料）を 1日 3回もしくは 4回与え



26 

 

た。脳の摘出は明期開始後 1–3時間の間に行った。実験には 3–4ヵ月齢の性成熟した個体

を用い、明期開始後 1–3時間の間にサンプリングした脳を解析に供した。 

 

2-2-2. PMm/PMgのメス特異的 Npbaニューロンの細胞内構造の観察 

npba-GFP トランスジェニックメスメダカ 6 匹の脳を摘出し、3 匹分を 4% PFA（Electron 

Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA）and 0.1% glutaraldehyde（GA）（Polysciences）in 

0.15 M PBS、 3 匹分を 4% PFA （Electron Microscopy Sciences ）  and 0.05% GA

（Polysciences） in 0.15 M PBS中で 2.5時間浸漬固定した後、30%スクロース in 0.1 M リン

酸緩衝液（phosphate buffer; PB）中で一晩インキュベートした。これを O.C.T. Compound（サ

クラファインテックジャパン, Tokyo, Japan）中に包埋し、厚さ 40 μmの凍結冠状切片を作製し

た。蛍光実体顕微鏡下で、この中からGFPの蛍光を指標にPMm/PMgを含む切片を選別し、

ウサギ抗 Npbaポリクローナル抗体（梶山（平木）, 2015）による免疫組織化学を行った。免疫

組織化学の手法は Sawai et al., 2012に倣った。メタ過ヨウ素酸溶液（0.213 g メタ過ヨウ素酸 

in 100 ml PBS）を用いて 20分間、内在性ペルオキシダーゼの不活化を行ったのち、ヒストフ

ァイン シンプルステイン MAX-PO（R）（ニチレイバイオサイエンス, Tokyo, Japan）構成試薬

のブロッキング試薬（Triton X-100入りPBS（PBST; 0.03% Triton X-100 in PBS）で2倍希釈）

中で室温にて 2 時間ブロッキングし、Npba 抗体を Triton X-100、NGS 入り PBS（TNBS; 

0.03% Triton X-100 and 1% Normal Goat Serum in PBS）で 1000倍希釈した液中で 4℃にて

3 日間インキュベートした。この際、各個体につき 1 枚の切片を Npba 抗体を含まないブロッ

キング試薬中でインキュベートし、ネガティブコントロールとした。PBSTで5分、2回の洗浄の

のちヒストファイン シンプルステイン MAX-PO（R）（ニチレイバイオサイエンス）構成試薬の、

ビオチン標識抗ウサギ IgG 抗体（動物種：ヤギ）を PBST で 2 倍希釈した液中で室温にて 2

時間インキュベートした。PBST で 5 分、3 回の洗浄ののち、ヒストファイン シンプルステイン 

MAX-PO（R）（ニチレイバイオサイエンス）構成試薬のペルオキシダーゼ標識ストレプトアビ

ジンを PBSTで 2倍希釈した液中で室温にて 2時間インキュベートした。PBSで 5分、2回、

0.05 M Tris bufferで 5分の洗浄ののち、3, 3’‐ジアミノベンジジン四塩酸塩（DAB）発色液

（0.8% DAB and 0.01% H2O2 in 0.05 M Tris-HCl buffer、pH 7.5）中で 10分から 11分間発色

させた。これらの切片を光学顕微鏡下で観察したところ、Npba抗体を使用して染色した切片

には DAB の発色による免疫陽性シグナルが認められた一方で、Npba 抗体を使用しなかっ

たネガティブコントロール群の切片はどれも免疫陽性シグナルをもたなかった。電子顕微鏡

での観察のため、切片を 1% OsO4 in 0.1 M PB（pH 7.4）中で室温にて 30分間後固定し、エ
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タノール系列による脱水を行ったのち、Quetol 812（日新 EM, Tokyo, Japan）に包埋した。

EM-UC7（Leica Microsystems）を用いて超薄切片を作製したのち、透過型電子顕微鏡

（TEM）（JEM 1400-Plus; 日本電子, Tokyo, Japan）を用いて観察、写真を撮影した。超薄切

片の作製は、日本医科大学大学院医学研究科共同研究施設形態解析研究室の安達彰子

氏にお願いした。電子顕微鏡下においても、ネガティブコントロールとした切片では免疫陽

性シグナルはみられなかった。 

 

2-2-3. PMm/PMgのメス特異的 Npbaニューロンにおける細胞小器官と化学修飾の免疫

組織化学 

ab9050 を除く一次抗体については、免疫組織化学は以下の通りに行った。d-rR メスメダ

カの脳（それぞれの一次抗体についてn = 5）を摘出し、1-2-3の項と同様の方法で連続冠状

切片を作製した。解凍した切片を 30分程度乾燥させ、PBSで洗浄した後、2% normal goat 

serum（NGS; Vector Laboratories）/PBS中で 30分間ブロッキングを行った。PBSで洗浄の後、

抗体希釈液（2% NGS、1% 牛血清アルブミン（Sigma-Aldrich）、0.01% NaN3、0.02% スカ

シガイヘモシアニン（keyhole limpet hemocyanin； Sigma-Aldrich）/PBS）中で Npba 抗体

（500 倍希釈）および小胞体マーカーとゴルジ体マーカー（それぞれ KDEL と 58K Golgi 

protein）、あるいはリン酸化 RNA PolymeraseⅡ（RNAPⅡ）または各種ヒストン修飾に対する抗

体を希釈した液中で 4ºCにて一晩抗体反応を行った。一次抗体はそれぞれRNAPⅡのC末

端ドメインのセリン 2 またはセリン 5 がリン酸化されたもの（RNAPⅡ-Ser2P、RNAPⅡ-Ser5P）、

メチル化されたヒストン H3のリジン 4（H3K4）/9（H3K9）/27（H3K27）/36（H3K36）/ヒストン H4

のリジン 20（H4K20）、アセチル化された H3K9/H3K27/H4K20 を認識するものを使用した。

これらの一次抗体の詳細および希釈濃度を表2-1にまとめた。PBSで洗浄した後、PBS中で

500倍希釈した Alexa Fluor 405-、488-、555-標識抗ウサギ二次抗体および 1000倍希釈し

た蛍光標識抗マウス二次抗体（表 2-1 を参照のこと、全て Thermo Fisher Scientific）、1000

倍希釈した DAPI（Roche Diagnostics）と 4ºCで一晩反応させた。ウサギポリクローナル抗体

を用いてH3K36トリメチル化を検出する際には npba-GFPトランスジェニックのメスメダカを使

用し、Npba ニューロンを GFP の蛍光で検出した。PBS で洗浄後、Vectashield Hard Set

（Vector Laboratories）を用いて封入した。4ºCで1時間乾燥させた後、撮影するまで-80ºCに

て保存した。撮影には共焦点レーザースキャン顕微鏡 TCS SP8（Leica Microsystems）を用

い、取得した画像のうち数値化に用いないものは Adobe Photoshop（Adobe Systems）を用い

て明度とコントラストを調節した。写真撮影時の励起光の波長と検出波長のレンジは、DAPI、
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Alexa Fluor 405では 405 nm/410—480 nm、Alexa Fluor 488では 488 nm/495—545 nm、

Alexa Fluor 555では 552 nm/620—700 nm とした。免疫組織化学の結果、小胞体マーカーと

ゴルジ体マーカーに対する抗体は細胞質中のそれぞれ一部分に、リン酸化 RNAPⅡとヒスト

ン修飾に対する抗体の多くは核にシグナルがみられたことから、標的分子を特異的に認識

していると考えられた。ただし、H3K9モノメチル化、H3K9アセチル化、H3K36トリメチル化、

H4K20 アセチル化に対する抗体では核以外の場所でシグナルがみられたため、これらを標

的とした免疫組織化学の結果は特異性に欠けると判断し、定量に用いるデータから除外し

た。 

卵巣除去または偽手術個体を用いた解析では、以下の処理を施した個体を用いて上記

の解析を行った。性成熟したメスのメダカをMS-222（Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA）

を用いて麻酔し、剃刀とピンセットを用いて開腹し卵巣の摘出の後縫合（卵巣除去）、あるい

は開腹の後縫合のみ（偽手術）を行った。縫合には手術用糸（夏目製作所, Tokyo, Japan）を

用いた。生理食塩水中で 2日間、飼育水中で 3日間回復させた後、卵巣除去個体には 100 

ng/mlのエストラジオール-17β（E2）または溶媒（エタノール）、偽手術個体には溶媒を 6日間

投与し、それぞれOVX+E2群、OVX群、Sham群とした。なお、本研究で投与したE2の濃度

は、過去に報告のあるメダカの血中 E2濃度（15—500 pg/μl）（Foran et al., 2002, 2004; Tilton 

et al., 2003）をもとに決定した。 

 

2-2-4. RNAPⅡとヒストン修飾の免疫陽性シグナルの数値化 

共焦点蛍光顕微鏡 TCS SP8（Leica microsystems）を用いて、PMm/PMgの全ての Npba

免疫陽性シグナルをもつニューロンを含む切片の画像を取得した。免疫陽性シグナルの数

値化には解析ソフト「Las X Lite」（Leica microsystems）を使用した。各画像中の全ニューロ

ンに対し、免疫陽性シグナルのある領域を選択し、その領域に対してソフトが算出した免疫

陽性シグナルの輝度を、同じ領域の DAPI の輝度（クロマチンの密度を反映する）で割った

数値を単位クロマチンあたりの修飾強度とみなし、これを各ニューロンの生データとした。こ

の補正は各種の免疫陽性シグナルの強度がクロマチンの密度に依存して変化することを考

慮して行った。さらに、切片内での深度の違いによるシグナル強度の違いを補正するために、

各Npbaニューロンと同一視野内の、Npba免疫陽性シグナルをもたないニューロンを 3個以

上選択し、これらの免疫陽性シグナルの平均値で生データを割った。Npba免疫陽性シグナ

ルをもたないニューロンを 3個以上選択できない視野はデータ化しなかった。比較に用いた

切片は全て同時に、同一条件下で処理した。 
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2-2-5. PMm/PMgの Npbaニューロンの形態に対するエストロゲンの影響の解析 

性成熟した npba-GFP トランスジェニックのメスメダカに対して 2-2-3 と同様に手術を施し

た後、生理食塩水中で 2日間、飼育水中で 3日間回復させ、卵巣除去個体には 100 ng/ml

のE2または溶媒（エタノール）、偽手術個体には溶媒を 6日間投与した。これらのメダカの脳

を摘出し、1-2-3の項と同様の方法で連続冠状切片を作製した（各群 n = 5）。 

これらの切片に対し、以下の通りに蛍光ニッスル染色と核染色を行った。解凍した切片

を 30分乾燥させた後、PBS中で 40分インキュベートし、0.1 % Triton X-100入り PBSで 10

分、PBSで 5分、2回の洗浄後、NeuroTrace 530/615 Red Fluorescent Nissl Stain（Thermo 

Fisher Scientific）を PBSで 20倍希釈した溶液中で 60分インキュベートした。その後、0.1 % 

Triton X-100入り PBS中で 10分、PBS中で 5分、2回洗浄し、DAPIを PBSで 1000倍希

釈した液中で120分間インキュベートし、Vectashield Hard Set（Vector Laboratories）で封入し

た。共焦点蛍光顕微鏡 TCS SP8（Leica microsystems）を用いて、GFP の蛍光を指標に

PMm/PMg の Npba ニューロンを含む全ての切片の画像を取得した。写真撮影時の励起光

の波長と検出波長のレンジは、DAPIでは 405 nm/410—480 nm、GFPでは 488 nm/495—545 

nm、NeuroTrace 530/615 Red Fluorescent Nissl Stainでは 552 nm/620—700 nm とした。全て

のNpbaニューロンの画像を出力し、GFPの蛍光の外縁を細胞体の輪郭、DAPIでの染色に

よって得られたシグナルの外縁を核の輪郭として Adobe Photoshop（Adobe Systems）を用い

てモノクロ二諧調化し、それぞれの面積を ImageJ（http://rsbweb.nih.gov/ij/）を用いて算出し

た。各細胞の細胞体・核の断面積の数値を 1サンプルとした。また、各群の代表的な写真に

対し、Adobe Photoshop（Adobe Systems）を用いてコントラストと明度を調節した。 

 

2-2-6. オスメダカへのエストロゲン・BrdU投与実験 

性成熟した d-rRのオスメダカ（n = 5）に対し、100 ng/mlの E2と 307.1 μg/mlの 5’-ブロモ

-2’-デオキシウリジン（BrdU）（ナカライテスク, Kyoto, Japan）を 9日間投与した。これらのメダ

カの脳を摘出し、1-2-3の項と同様の方法で連続冠状切片を作製し、PBST中で 10分インキ

ュベートの後、30℃で 30分塩酸と反応させ、PBST中で 10分インキュベートした後、Npbaと

BrdU を標的とする免疫組織化学を行った。免疫組織化学の方法は 2-2-3 と同様だが、

BrdU の検出にはマウス抗 BrdU モノクローナル抗体（347580; BD Biosciences, Franklin 

Lakes, NJ）を 1000 倍希釈、Alexa Fluor 488-標識抗マウス二次抗体（Thermo Fisher 

Scientific）を 500 倍希釈で使用した。2-2-3 と同様の方法で画像を取得し、E2投与群でみら
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れた Npba 免疫陽性ニューロンにおける核の最大径と DAPI の輝度を Las X Lite（Leica 

Microsystems）を用いて算出した。 

 

2-2-7. 統計解析 

統計的な解析には、GraphPad PRISM（GraphPad Software）を使用した。全てのデータ

に対し、false-positive rateを1%としたROUT検定によって外れ値を検定し、検出された場合

にはその値を解析から除外した。2 群間の比較では F-test、3 群以上の間での比較では

Bartlett’s test または Brown-Forsythe testによって、それぞれ群間の等分散性を検証した。

ほとんどの実験においてデータが等分散性をもたないと判定されたことから、全てのデータ

に対して検定方法をノンパラメトリックな手法に統一した。2群間の比較はMann-Whitney test

を用いて行い、3群以上の間での比較は Kruskal-Wallis検定の後、Dunn’s post hoc testを

用いて行った。データは全て中央値と四分位範囲で表し、Tukey 法によって得られた箱ひ

げ図で描画した。 

 

2-3. 結果 

 

2-3-1. PMm/PMgのメス特異的 Npbaニューロンの形態 

PMm/PMgのメス特異的Npbaニューロンに対し、Npba抗体を用いた免疫組織化学を行

い、TEM でその細胞内構造を観察した（図 2-1A）。Npba 抗体は当研究室にて以前作製さ

れ、その特異性も確認済である（梶山（平木）, 2015）。Npba免疫陽性ニューロンは円形で大

型の核をもち、その中にヘテロクロマチン領域はほぼみられなかった。一方、近傍の Npba

免疫陽性シグナルをもたないニューロンは Npba 免疫陽性ニューロンよりも小さい核をもち、

識別可能なヘテロクロマチン領域を含んでいた。また、Npba 免疫陽性ニューロンは軸索に

近い位置の細胞質中には多数の顆粒状の構造を、軸索とは反対側の細胞質中には発達し

た小胞体を含んでいた。顆粒状の構造は、高濃度の免疫陽性シグナルを呈していたことと

その大きさから分泌顆粒と考えられた。 

また、これまで行われてきた光学顕微鏡による形態観察では、PMm/PMg の大細胞性ニ

ューロンは直径 12 μm以上であった（梶山（平木）, 2015）が、TEMでの観察でみられたニュ

ーロンの直径は直径 10—12 μm 程度とより小さかった。光学顕微鏡での実験系よりも厳しい

条件で脱水を行ったこと、樹脂へ包埋したことによって、先行研究での実験よりも組織が縮

小したと考えられる。 
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TEM での観察では、免疫陽性シグナルを得るために組織の固定を弱くせざるを得なか

ったことから細胞小器官の膜構造を保持できず、小胞体、また小胞体とともに神経ペプチド

の分泌に必須であるゴルジ体の局在をはっきりと確認することができなかった。そこで次に、

小胞体とゴルジ体を特異的に認識する抗体を用いた免疫組織化学を行い、これを光学顕

微鏡で観察した（図 2-1B）。その結果、細胞質の大部分を占める小胞体を改めて確認すると

ともに、細長く発達したゴルジ体が小胞体とは異なる位置に局在することを確認できた。 

 

2-3-2. PMm/PMgのメス特異的 Npbaニューロンで亢進している化学修飾 

TEMでの観察により、PMm/PMgのメス特異的 Npbaニューロンはユークロマチン化した

クロマチンをもつことが推測され、PMm/PMg のメス特異的 Npba ニューロンでは他のニュー

ロンと比べて転写が活性化されている可能性が考えられた。そこで次に、RNAPⅡ-Ser2P、

RNAPⅡ-Ser5P の核全体における修飾レベルを定量した。これら 2 種類の化学修飾は活発

に転写を行っている RNAPⅡ複合体のマーカーとして知られる（Moore and Proudfoot, 2009）。

その結果、Npba ニューロンの核では他のニューロンと比べてこれらの修飾のレベルが有意

に高かった（図 2-2A、B）（両方とも p < 0.0001）ことから、Npbaニューロンでは実際にゲノム

中の広範囲で転写が活性化されていると考えられた。 

また、これらの Npba ニューロンにおける転写活性をさらに検証するため、種々のヒストン

修飾、H3K4・H3K9・H3K27・H3K36・H4K20 のメチル化と、H3K27 のアセチル化のレベル

を免疫組織化学によって定量した。その結果、これらのどの化学修飾も、PMm/PMg のメス

特異的 Npba ニューロンでは近傍の他のニューロンよりも DAPI 染色強度あたりの修飾強度

が平均して 1.2倍程度高かった（図 2-3）。全ての化学修飾が Npbaニューロンで亢進してい

るとは考えにくく、この差は免疫陽性シグナルを数値化する際に行った DAPI染色の強度に

よる補正によって生じたアーティファクトだと考えられた（Npba ニューロンは大きい核をもち、

DAPI染色の強度も他のニューロンに比べて低かった）。しかし、その中でも H3K36モノメチ

ル化（H3K36me）・H3K36 ジメチル化（H3K36me2）の修飾強度は PMm/PMg のメス特異的

Npba ニューロンでは近傍の他のニューロンよりも平均して 2.4 倍以上高く、これらは他の化

学修飾と比べて明らかに亢進していると考えられた（図 2-2B）（両方とも p < 0.0001）。これら

の修飾強度の違いは、組織切片からも見て取れた（図 2-2A）。 

 

2-3-3. PMm/PMgのメス特異的 Npbaニューロンの特徴のエストロゲン依存性 

緒言で述べたように、PMm/PMg のメス特異的 Npba ニューロンはエストロゲン受容体を
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発現し、PMm/PMgにおける npbaの発現は体内の性ステロイドの影響を受けて可逆的に変

化する（Hiraki et al., 2014; 横山, 2015）。このことから、npbaの発現と同様に、形態や転写

活性についてのこれらのニューロンの特徴もエストロゲン依存的に保たれている可能性が考

えられた。そこで次に、PMm/PMg のメス特異的 Npba ニューロンにおける上記の特徴を、

Sham群・OVX群・OVX+E2群のメダカの間で比較した。 

細胞体と核の大きさはどちらもOVX群では Sham群と比べて低下し（どちらについても p 

< 0.0001）、OVX+E2 群では Sham 群と同程度まで回復していた（どちらについても p < 

0.0001）（図 2-4A、B）。また、DAPI染色の強度はOVX群で上昇し、OVX+E2群で低下して

いた（どちらについても p < 0.0001）（図 2-4A、B）。DAPI染色の強度はクロマチンの密度を

反映するため、クロマチンがユークロマチン化され核が大型化している通常のNpbaニューロ

ンでは強度が低い一方で、核が小型化している OVX群では強度が高くなったと解釈できる。

また、通常の PMm/PMg のメス特異的 Npba ニューロンで亢進していることが示された

RNAPⅡ-Ser2P、RNAPⅡ-Ser5P、H3K36me、H3K36me2の免疫陽性シグナルの強度もOVX

群で Sham群と比べて低下し（全ての修飾で p < 0.0001）、OVX+E2群では Sham群と同程

度まで回復していた（RNAPⅡ-Ser2Pでは p = 0.0053、RNAPⅡ-Ser5P と H3K36me2では p < 

0.0001、H3K36meでは p = 0.0002）（図 2-5）。この結果から、PMm/PMgの Npbaニューロン

は複数の特徴をエストロゲン依存的に維持していることが示された。 

 

2-3-4. エストロゲン投与下のオスにおける PMm/PMgの Npbaニューロンの誘導 

上に述べたように、メスのメダカにおいて、PMm/PMg の Npba ニューロンは E2依存的に

npba を発現している。その一方で、オスのメダカにおいても PMm/PMg における npba の発

現はE2によって誘導される。通常、オスのメダカは PMm/PMgで npbaをほとんど発現しない

が、E2を投与すると数日で発現量が上昇することが、in situ hybridization法によって示され

ている（横山, 2015）。また、オスメダカの PMm/PMg にも大細胞性のニューロンは存在する

が、これらの細胞数は少なく、メスにもみられる Npba 非発現の大細胞性ニューロンと同等の

ものだと考えられた（梶山（平木）, 2015）。これらのことから、オスメダカの PMm/PMgにはメス

のNpbaニューロンに相当する大細胞性ニューロンは通常存在せず、E2投与下で npbaを発

現する大細胞性ニューロンが新たに誘導されると考えられる。このことについて、真骨魚類

では他の脊椎動物に比べて成体での神経新生がより広い範囲で数多く起こること

（Chapouton et al., 2007; Ganz and Brand, 2016）、脊椎動物では一般にエストロゲンは成体

での神経新生を促進すること（Mahmoud et al., 2016; Heberden, 2017; Ponti et al., 2018）を
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踏まえると、2 つの可能性が考えられた。E2投与下のオスの PMm/PMg では Npba ニューロ

ンが神経新生によって誘導される可能性と、既存のニューロンの活性化によって誘導される

可能性である。このどちらが正しいか検証するため、オスのメダカに E2 を投与して

PMm/PMg の Npba ニューロンを誘導するとともに、BrdU を投与して分裂を経た細胞をラベ

ルし、Npba抗体とBrdU抗体を用いて免疫組織化学を行った。その結果、Npba免疫陽性細

胞と BrdU免疫陽性細胞の両方が確認されたが、5個体でみられた 25個のNpba免疫陽性

細胞の中に BrdU免疫陽性シグナルを有するものはなかった（図 2-6A）。Npba免疫陽性細

胞はその位置からグリア細胞ではなくニューロンであると推測され、これらは周囲の他のニュ

ーロンと比べて有意に大きな核をもち、DAPI 染色の強度は低かった（どちらについても p < 

0.0001）（図 2-6B）。この結果により、E2を投与された成熟オスの PMm/PMg では Npba ニュ

ーロンが新たに誘導され、この誘導は神経新生ではなく既存のニューロンの活性化によって

起こることが示された。 

 

2-4． 考察 

 

本章では、視索前野のメス特異的な Npbaニューロンの性状解析を行った。これらのニュ

ーロンは PMm/PMg のメス特異的大細胞性ニューロンとして発見され、エストロゲンによるメ

ス型性行動の制御の一端を担うと考えられる（Hiraki et al., 2014; 梶山（平木）ら, 未発表デ

ータ）。NPB とその類似ペプチドである Neuropeptide W（NPW）はオーファン受容体 GPR7、

GPR8のリガンドとして同定され（Fujii et al., 2002; Brezillon et al., 2003; Tanaka et al., 2003）、

哺乳類では摂食やエネルギー代謝、痛覚受容、社会性を含む多様な生理機構への関与が

報告されている（Sakurai, 2013; Watanabe and Yamamoto, 2015）。メダカでは、npba とそのパ

ラログ npbbはともに一部の神経核でエストロゲン依存的に、メスに偏って発現し、これらのダ

ブルノックアウト（DKO）メダカではメスの性行動に異常がみられた。いずれもシングルノック

アウトでは表現型に変化がみられなかったが、DKO によってその両方の機能を消失させた

メスは、オスから求愛を受けた際にそれを受け入れるまでにより多くの時間を必要とした。こ

れらの遺伝子は脳内で広く発現するが、両方がエストロゲン依存的にメスに偏って発現する

神経核は PMm/PMg と Vs/Vp のみである。このことから、DKO メダカでみられた表現型に

PMm/PMg のメス特異的な Npba ニューロンが関与している可能性はきわめて高い。なお、

1-4 で述べたように、Vs/Vp も性行動中枢として知られる神経核であり、こちらの機能解析も

今後行う必要がある。また、本研究によって、PMm/PMg の Npba ニューロンは npba、npbb
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の発現のほかにも多くの面でエストロゲン依存的であることが明らかになったが、求愛の受

け入れもまたエストロゲン依存的に起こることから（Whalen, 1974）、Npba ニューロンが求愛

の受け入れに関わる可能性は高いと考えられた。 

本章では電子顕微鏡による形態観察と小胞体・ゴルジ体マーカーの免疫組織化学によ

って、これらのニューロンが大型の細胞体と核、ユークロマチン化したクロマチンと、よく発達

した小胞体とゴルジ体をもつことがわかった。PMm/PMg は解剖学的に哺乳類の室傍核

（PVN; paraventricular hypothalamic nucleus）と相同だと考えられており、これらの神経核は

AVP/Vt、OXT/It ニューロンを含む（Godwin and Thompson, 2012; Herget et al., 2014）。

AVP/Vt、OXT/It ニューロンは大型の細胞体と核、発達した小胞体をもち、これは活発にペ

プチド産生を行うニューロンの典型的な構造とされる（Morris and Dyball, 1974; Kalimo, 

1975; Gregory and Tweedle, 1983）。今回みられた PMm/PMgの Npbaニューロンはこれによ

く似た細胞内構造をもつ。その一方で、PVN の AVP/OXT ニューロンが脳下垂体へ軸索を

投射し神経内分泌を行うのに対し、PMm/PMg のメス特異的な Npba ニューロンの軸索は脳

下垂体よりも脳内の広い範囲と脊髄に投射している（梶山（平木）, 2015）ため、神経内分泌

は行わないと考えられる。また、PVN にも脳幹や脊髄に投射する AVP/OXT ニューロンが存

在するが、これらは小細胞性であり（Swanson and Sawchenko, 1980）、メダカの Npbaニュー

ロンとは対応しないと考えられる。これらの点から、PMm/PMgの Npbaニューロンは PVNの

AVP/OXTニューロンと似た形態をもつものの、その機能は異なると考えられる。また今回、こ

れらの Npba ニューロンの大型の細胞体と核は卵巣由来のエストロゲンに依存しており、細

胞体と核の大きさを維持するには一定濃度のエストロゲンが必要であることもわかった。この

ことは、これらの Npba ニューロンにおける（Npba タンパク質を含む）さまざまなタンパク質の

合成とプロセシングがエストロゲン依存的に起こっていることを示唆している。 

近年、性分化や性転換を研究する上でエピジェネティックな修飾を調べることがますま

す重要視されてきている。DNA のメチル化やヒストンのメチル化・アセチル化・リン酸化とい

ったゲノムへの化学修飾がエピジェネティックな修飾であり、これらは細胞間や組織間で異

なる遺伝子発現プロファイルを形成するために重要だと考えられている（Allis and Jenuwein, 

2016）。生殖腺の性転換においては、卵巣における Cyp19a1a 遺伝子のプロモーター領域

における DNAのメチル化レベルが性転換に伴って変化することがわかっている（Liu et al., 

2017; Li et al., 2018）。脳は体内の器官の中でも特に複雑な仕組みをもつため、脳内の細

胞の機能分化にはエピジェネティックな修飾が深く関与していると考えられ、エピジェネティ

ックな修飾が性ステロイドによる脳の性分化カスケードの一部を担う例も知られている
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（McCarthy et al., 2009; McCarthy and Nugent, 2013; McCarthy and Nugent, 2015）。また、

真骨魚類におけるエピジェネティクス研究も近年増えており、特定のニューロン群の制御に

ヒストン修飾が関わる例もいくつか報告されている（Best et al., 2018）。PMm/PMgのメス特異

的 Npbaニューロンにおいても、エピジェネティックな制御機構が活発な遺伝子発現とタンパ

ク質産生をもたらしている可能性が考えられた。そこで、RNAPⅡのリン酸化修飾や各種のヒ

ストン修飾がNpbaニューロンでどの程度起きているかを免疫組織化学によって解析した。そ

の結果、PMm/PMg のメス特異的な Npba ニューロンでは RNAPⅡ-Ser2P、RNAPⅡ-Ser5P と

H3K36me、H3K36me2が亢進していることが明らかになった。 

亢進がみられた RNAPⅡ-Ser2P、RNAPⅡ-Ser5Pはそれぞれ転写初期段階、転写伸長中

のRNA Polymerase Ⅱに特徴的な修飾として知られ、特にRNAPⅡ-Ser2Pは機能的なmRNA

の転写に必須とされる（Komarnitsky et al., 2000; Phatnani and Greenleaf, 2006; Brookes and 

Pombo, 2009）。H3K36me、H3K36me2は転写が活発な遺伝子の近傍によくみられ、転写の

際にクロマチン状態を正常に保つことで、遺伝子の途中から転写が開始することを防ぐ

（Wagner and Carpenter, 2012; Smolle et al., 2013）。この作用は H3K36につくメチル基が多

いほど強いようだが（Venkatesh et al., 2012）、今回使用した抗体のうち H3K36me3をターゲ

ットとする抗体は細胞質にもシグナルがみられたため特異性に問題があると考えられ、定量

は行わなかったため、メチル基の数の違いによる修飾強度の違いは検討できなかった。また、

リン酸化されたRNAPII-SerはH3K36のメチル化と相互作用し、活発に転写されている遺伝

子の H3K36のメチル化を促進することが知られており（Xiao et al., 2003; Li et al., 2007）、

Npbaニューロンにおいても RNAPⅡ-Serの亢進が高レベルな H3K36 メチル化を引き起こす

と考えられる。今回得られた結果は PMm/PMgのメス特異的 Npbaニューロンでの転写が活

発な状態にあることを示している。核全体における免疫陽性シグナル強度の解析によってこ

うしたデータが得られたことから、転写が活性化されている遺伝子は多数あると考えられたが、

ヒストン修飾のターゲット遺伝子を解析するには 106個程度の細胞が必要となり、H3K36のメ

チル化がどの遺伝子の近傍で起きているか具体的に解析することはできなかった。ところが、

ごく最近、102個の細胞から同様の解析を行える技術が開発された（Harada et al., 2018）。今

後、こうした技術を応用することで、これらの Npba ニューロンのエピジェネティックな制御機

構についてのさらなる理解が期待される。 

今回亢進がみられたRNAPⅡ-Ser2P、RNAPⅡ-Ser5P、H3K36me、H3K36me2について、

これらの修飾のレベルが全てエストロゲン依存的に高く保たれていることも明らかになった。

このことは、Npba ニューロンにおけるタンパク質の合成とプロセシングがエストロゲン依存的
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に起こっていることを別の角度から示している。また、これらは性的可逆性の観点からも重要

な知見である。げっ歯類においては周生期の性ステロイド環境が長期的に、あるいは生涯

にわたって脳の性を方向づけるが、この方向付けはエピジェネティクスを介すると考えられて

いる（McCarthy and Nugent, 2015; Forger, 2016; McCarthy et al., 2017）。これに対し、今回メ

ダカの Npba ニューロンでみられたヒストン修飾の強度の変化は、これらのニューロンにおけ

る化学修飾は周生期の性ステロイド環境の影響を受けないか、性成熟後でも性ステロイド環

境に応じて容易に変化する可能性を示している。エストロゲンの消失に伴ってH3K36のメチ

ル化レベルが低下したことから、後者の可能性がより高いと考えられる。 

また、本研究により、エストロゲン投与下のオスの PMm/PMg では Npba ニューロンが神

経新生を経ずに誘導されることも示された。この結果から、これらの Npba ニューロンにみら

れる性的二型は、PMm/PMg の一群のニューロンがエストロゲンによって活性化されるか否

かによって生じていると考えられる。この点は神経新生や神経細胞の細胞死によって性的

二型が形成される song systemや SDN-POA とは対照的である（Balthazart et al., 2010; Ball 

et al., 2014）。成体での活発な神経新生は真骨魚類の脳の性転換の上で重要な役割を果

たすとされる（Le Page et al., 2010）が、本研究では神経新生よりもむしろ、既存のニューロン

の活性化/不活性化が脳の性転換に関与している可能性が示された。この活性化/不活性化

のメカニズムは、Npba ニューロンがオス型からメス型へ、あるいはメス型からオス型へ容易に

性転換することを可能にしていると考えられる。 

以上の研究により、PMm/PMg のメス特異的 Npba ニューロンは形態や化学修飾の面で

活発なペプチド産生ニューロンに特徴的な形質をもち、これらの形質はエストロゲン依存的

に維持されていることが明らかになった。今回得られたデータは Npba ニューロンにみられる

性特異的な形質がエストロゲンの有無に応じて可逆性をもつことを示唆しており、この点は

早期に不可逆的に性差が固定される song system や SDN-POA とは異なる新奇なものであ

る。また、これまでに報告されている脳の性差の事例には、エストロゲンを含む性ステロイド

が神経回路をオス型化させるものが多い。これに対して、メダカの PMm/PMgのNpbaニュー

ロンはエストロゲンによってメス化する点もユニークである。これまでに発見されていた Npba

発現のエストロゲン依存性に加え、本研究ではこれらの Npbaニューロン自体の形態や化学

修飾における性ステロイド応答性が示された。 
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表 2-1. 免疫組織化学に用いた抗体の情報 

Target Supplier 
Catalog 

number 
Host species, isotype Dilution Secondary antibody 

Endoplasmic 

reticulum 

MBL, 

Nagoya, 

Japan 

M181-3 Mouse, monoclonal IgG2a 1:200 
Alexa Flour 488 Goat 

Anti-Mouse IgG2a 

Golgi 

apparatus 

abcam, 

Cambrid

ge, UK 

ab27043 Mouse, monoclonal IgG1 1:250 
Alexa Flour 555 Goat 

Anti-Mouse IgG1 

RNAPII- 

Ser2P 
MBL MABI0602 Mouse, monoclonal IgG1 1:1000 

Alexa Flour 555 Goat 

Anti-Mouse IgG1 

RNAPII- 

Ser5P 
MBL MABI0603 Mouse, monoclonal IgG1 1:1000 

Alexa Flour 555 Goat 

Anti-Mouse IgG1 

H3K4me MBL MABI0302 Mouse, monoclonal IgG2b 1:1000 
Alexa Flour 555 Goat 

Anti-Mouse IgG2b 

H3K4me2 MBL MABI0303 Mouse, monoclonal IgG1 1:1000 
Alexa Flour 555 Goat 

Anti-Mouse IgG1 

H3K4me3 MBL MABI0304 Mouse, monoclonal IgG1 1:1000 
Alexa Flour 555 Goat 

Anti-Mouse IgG1 

H3K9me MBL MABI0306 Mouse, monoclonal IgG1 1:1000 
Alexa Flour 555 Goat 

Anti-Mouse IgG1 

H3K9me2 MBL MABI0307 Mouse, monoclonal IgG1 1:1000 
Alexa Flour 555 Goat 

Anti-Mouse IgG1 

H3K9me3 MBL MABI0318 Mouse, monoclonal IgG1 1:1000 
Alexa Flour 555 Goat 

Anti-Mouse IgG1 

H3K9ac MBL MABI0305 Mouse, monoclonal IgG2b 1:1000 
Alexa Flour 555 Goat 

Anti-Mouse IgG2b 

H3K27me MBL MABI0321 Mouse, monoclonal IgG2a 1:1000 
Alexa Flour 488 Goat 

Anti-Mouse IgG2a 

H3K27me2 MBL MABI0324 Mouse, monoclonal IgG2a 1:1000 
Alexa Flour 488 Goat 

Anti-Mouse IgG2a 

H3K27me3 MBL MABI0323 Mouse, monoclonal IgG1 1:1000 
Alexa Flour 555 Goat 

Anti-Mouse IgG1 

H3K27ac MBL MABI0309 Mouse, monoclonal IgG1 1:1000 
Alexa Flour 555 Goat 

Anti-Mouse IgG1 

H3K36me MBL MABI0331 Mouse, monoclonal IgG1 1:1000 
Alexa Flour 555 Goat 

Anti-Mouse IgG1 

H3K36me2 MBL MABI0332 Mouse, monoclonal IgG1 1:1000 
Alexa Flour 555 Goat 

Anti-Mouse IgG1 

H3K36me3 MBL MABI0333 Mouse, monoclonal IgG1 1:1000 
Alexa Flour 555 Goat 

Anti-Mouse IgG1 

H3K36me3 abcam ab9050 Rabbit, polyclonal IgG 1:2000 
Alexa Flour 555 Goat 

Anti-Rabbit IgG 

H4K20me MBL MABI0421 Mouse, monoclonal IgG1 1:1000 
Alexa Flour 555 Goat 

Anti-Mouse IgG1 

H4Kme2 MBL MABI0422 Mouse, monoclonal IgG1 1:1000 
Alexa Flour 555 Goat 

Anti-Mouse IgG1 

H4Kme3 MBL MABI0423 Mouse, monoclonal IgG1 1:1000 
Alexa Flour 555 Goat 

Anti-Mouse IgG1 

H4K20ac MBL MABI0420 Mouse, monoclonal IgG2a 1:1000 
Alexa Flour 488 Goat 

Anti-Mouse IgG2a 
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図 2-1. PMm/PMgのメス特異的 Npbaニューロンの形態 

（A）TEMにて撮影した PMm/PMgのメス特異的Npbaニューロンの代表的な写真。GA濃度

0.05%で固定したもの。スケールバーは 2 μm、ERは小胞体、Nは Npba免疫陽性ニューロ

ンの核、n は近傍の他のニューロンの核、矢じりは免疫陽性シグナル、矢印はヘテロクロマ

チン領域を示す。（B）Npba と小胞体、ゴルジ体マーカーの三重免疫組織化学の代表的な

写真。青がNpba、緑が小胞体、マゼンタがゴルジ体のシグナル。Npbaニューロンを矢じりで

示した。スケールバーは 10 μm。 
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図 2-2. PMm/PMgの Npbaニューロンにおける RNAPⅡ-Ser2P、RNAPⅡ-Ser5P、

H3K36me、H3K36me2の免疫組織化学 
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（A）NpbaとRNAPⅡ-Ser2P、RNAPⅡ-Ser5P、H3K36me、H3K36me2の二重免疫組織化学の

代表的な写真。緑が Npba、マゼンタが各種化学修飾のシグナル。青は DAPIによる対比染

色。Npbaニューロンを矢じりで示した。スケールバーは全て 10 μm。（B）上記 4種類の化学

修飾の免疫陽性シグナルの強度の定量結果。左のカラムが Npba 免疫陽性ニューロン、右

のカラムが他のニューロンの結果を示す。解析に用いた細胞数は、Npba 免疫陽性ニューロ

ンでは、RNAPII-Ser2P、RNAPII-Ser5P、H3K36me、H3K36me2についてそれぞれ 53、24、

9、 39 であった。他のニューロンでは、RNAPII-Ser2P、RNAPII-Ser5P、H3K36me、

H3K36me2についてそれぞれ 97、42、21、70細胞を用いた。有意差を*** p < 0.001で示し

た（Mann-Whitney test）。 
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図 2-3. 各種ヒストン修飾の免疫陽性シグナルの強度の定量結果 

左のカラムが Npba 免疫陽性ニューロン、右のカラムが他のニューロンの結果を示す。解析

に用いた細胞数を各カラムの下に括弧付きで示した。有意差を*** p < 0.001 で示した

（Mann-Whitney test）。 
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図 2-4. エストロゲンの有無による Npbaニューロンの形態の変化 

（A）蛍光ニッスル染色にて可視化した PMm/PMgのNpbaニューロンの代表的な写真。上か

ら Sham・OVX・OVX+E2群。緑は npba-GFP トランスジェニックメダカのGFP、マゼンタはニッ

スル染色、青は DAPI による対比染色を示す。Npba ニューロンを矢じりで示した。スケール

バーは全て 10 μm。（B）3 群における細胞体のサイズ、核のサイズ、DAPI 染色の強度を定

量した結果。解析に用いた細胞数は、細胞体の定量では Sham 群で 148、OVX 群で 138、

OVX+E2群で 180、核の定量ではSham群で 100、OVX群で 106、OVX+E2群で 154、DAPI
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染色強度の定量では Sham群で 128、OVX群で 152、OVX+E2群で 223であった。有意差

を*** p < 0.001で示した（Dunn’s post hoc test）。 
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図 2-5. エストロゲンの有無による Npbaニューロンの化学修飾の変化 

Sham・OVX・OVX+E2 群における RNAPⅡ-Ser2P、RNAPⅡ-Ser5P、H3K36me、H3K36me2

の免疫陽性シグナルの強度を定量した結果。解析に用いた細胞数はそれぞれ 37－143 で

あった。有意差を** p < 0.01、*** p < 0.001で示した（Dunn’s post hoc test）。 
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図 2-6. オスメダカの PMm/PMgに出現した Npbaニューロン 

（A）オスメダカの PMm/PMgに出現したNpbaニューロンの代表的な写真（2例）。緑はBrdU、

マゼンタはNpbaの免疫陽性シグナル、青はDAPIによる対比染色を示す。Npbaニューロン

を矢じりで示した。スケールバーは全て 10 μm。（B）オスメダカの PMm/PMg に出現した

Npba ニューロンの核の大きさ、DAPI 染色の強度を定量した結果。解析に用いた細胞数は

核サイズの定量ではNpbaニューロンが 19、他のニューロンが 51、DAPI染色強度の定量で

は Npbaニューロンが 25、他のニューロンが 58であった。有意差を*** p < 0.001で示した

（Dunn’s post hoc test）。 
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第 3章 

 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5 年以内に出

版予定。 
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総合考察 

 

本研究は、真骨魚類に特徴的な脳の性的可逆性のメカニズムの解明を最終目標とし、

そのための基礎的な知見として、形質に性差をもたらす脳内の性差について明らかにする

ことを目的に行った。この目的のもと、メダカの脳内における GR 発現の性差を解析するとと

もに、当研究室において発見された視索前野のメス特異的な Npba ニューロンについて、そ

の形態や化学修飾、トランスクリプトームといった形質やそれらのエストロゲン依存性を切り

口に多角的な性状解析を行い、またこれらのニューロンで機能しメスの形質を形成すると考

えられる遺伝子を発見した。真骨魚類の性的可逆性とその基盤となる性差についてはこれ

までにもいくつかの知見が得られていたが、主要なステロイドホルモンのうちグルココルチコ

イドの受容体の性差は全く調べられておらず、また真骨魚類で特定のニューロン群に対して

多角的な性状解析を行った例も数少ない（White et al., 2002; Semsar and Godwin, 2003; 

Bass and Forlano, 2008）。本研究ではこうした過去に例がない、あるいは少ない解析により、

新規性の高い知見を得ることができた。 

第 1章では、メダカの全脳におけるGRの発現パターンを解析し、雌雄で比較した。その

結果、真骨魚類ではこれまでに報告されていない、視索前野の神経核PPaとPbl、間脳の神

経核 NGp における性差を発見した。これらの性差について特に興味深いのは、PPa と Pbl

では重要な生理作用をもつ神経ペプチド Vt、It、GnRH1 が産生されていることである。その

後の解析により、GR がこれらの神経ペプチドの産生ニューロンで発現すること、また PPa の

Vtニューロンと GnRH1ニューロンにおける GR発現ニューロンの割合はメスの方が高いこと

がわかった。 

これまで、哺乳類においても真骨魚類においてもストレスに対する脳の応答には性差が

あることは知られていた（Wendelaar Bonga, 1997; Kudielka and Kirschbaum, 2005; Bourke et 

al., 2012; Handa and Weiser, 2014）が、脳内でのグルココルチコイドシグナル伝達の性差に

着目した研究はほとんどされておらず、真骨魚類においては全く例がなかった。また、脊椎

動物全般においてVtニューロン、GnRH1ニューロンでのGRの発現に性差を見出したのも

本研究が初めてである。このデータから、メダカの視索前野にはグルココルチコイド感受性

に性差を示すペプチドニューロン群が存在することが明らかになった。この結果は、これらの

ペプチドニューロン群がストレス応答の性差を形成することを示唆している。PPaのVtニュー

ロンは脳下垂体に投射し、ACTHの分泌を促進することでHPI軸を活性化すると考えられて

いる（Gilchriest et al., 2000）が、PPaの GnRH1ニューロンの機能は未知であり、今回見出さ
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れた GR 発現の性差がどのようなアウトプットをもたらすのか知るにはさらなる解析が必要で

ある。本研究においても、メダカにコルチゾルあるいは GR アンタゴニストを投与して性行動

や攻撃行動、脳内での遺伝子発現パターンに変化が出るかどうか検証したが、再現性のあ

る結果を得ることはできなかった。この点について十分に検証するためには実験系を抜本的

に改善し、有効な実験系を構築する必要がある。 

第 2章と第 3章では、同じく視索前野でステロイドホルモン感受性に性差を示すニューロ

ン群として、PMm/PMgのNpbaニューロンに研究対象を変更し、その性状解析を行った。当

研究室でこれまで行われてきた研究では、これらのニューロンにおける npba や性ステロイド

受容体遺伝子の発現に着目しており、ニューロンの他の形質や他の遺伝子発現の面からの

性状解析は行われてこなかった。そこで本研究ではこれらのニューロンの制御機構と機能

の解明を目標として、ニューロン自体に着目した多角的な解析を行った。その結果、これら

のニューロンは活発なペプチドニューロンに特徴的な構造（Morris and Dyball, 1974）をもつ

こと、RNAPⅡ-Ser2P、RNAPⅡ-Ser5P、H3K36me、H3K36me2 といった、転写の活性化との

関連が知られている化学修飾（Komarnitsky et al., 2000; Phatnani and Greenleaf, 2006; 

Brookes and Pombo, 2009; Wagner and Carpenter, 2012; Smolle et al., 2013）が亢進している

ことが示された。さらに、これらの特徴は卵巣由来のエストロゲンに依存して保たれているこ

とも明らかになった。これらの結果から、Npba ニューロンにおける活発な遺伝子発現もエスト

ロゲン依存的であると考えられた。 

本項のこれ以降の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。

5年以内に出版予定。 
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要旨 

 

生殖腺に精巣と卵巣があるように、脳にもオス型とメス型があり、その違いが種々の行動

や内分泌のパターンに雌雄の違いをもたらしている。脳の性分化について、真骨魚類は脳

が性分化した後でもその性を逆転させうる、つまり生涯にわたって性的な可逆性をもつという、

他の脊椎動物とは異なる大きな特徴をもつ。真骨魚類のもつ脳の性的可逆性のメカニズム

を解明することは、動物全体における脳の性、またその多様性を理解する上で非常に重要

である。しかし現在、真骨魚類のもつ脳の性的可逆性のメカニズムはまったく未解明であり、

その基盤となるはずの真骨魚類の脳の性差についても知見が不足している。 

こうした状況の中、近年、真骨魚類の脳内で発現に性差を示す遺伝子の探索が行われ、

性行動の中枢として知られる終脳と間脳の境界領域、視索前野において多数の遺伝子の

発現に性差が見出された。そこで本研究では、モデル動物として確立され性差研究におい

て数々の利点をもつメダカを用い、視索前野に存在する性差をさらに深く探求する目的で、

視索前野においてステロイドホルモン感受性に性差を示すニューロン群の探索やその性状

解析を行った。 

 

第 1章  視索前野の神経ペプチド産生ニューロンにおけるグルココルチコイド受容体発現

の性差 

本章では、ストレスホルモンとして知られるグルココルチコイドの受容体（GR）の全脳にお

ける発現パターンを解析し、雌雄で比較した。多くの脊椎動物において、ストレスに対する

脳の応答には性差があることが知られており、これらには脳におけるグルココルチコイド感受

性の性差が関与すると考えられた。さらに、グルココルチコイドが真骨魚類の性決定や性転

換のプロセスに大きく影響することを示唆する現象も複数報告されており、脳におけるグルコ

コルチコイドシグナル伝達の性差が真骨魚類の性転換メカニズムの一部を担う可能性も考

えられた。また、これまで主要なステロイドホルモンのうち、エストロゲンとアンドロゲンの受容

体遺伝子の脳における発現パターンとその性差は詳細に調べられていたにもかかわらず、

グルココルチコイド受容体の発現パターンと性差に関する知見は真骨魚類で一切得られて

おらず、ステロイドホルモン感受性の性差に関する知見は不十分であった。そこで本研究で

は、メダカの脳におけるグルココルチコイド感受性の性差を解析した。 

解析の結果、視索前野の神経核 PPa、Pbl と、間脳の神経核 NGp において、GR がメス

に偏って発現していることが明らかになった。PPa と Pbl では攻撃行動や性行動、性成熟へ
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の関与が示されている神経ペプチドバソトシン（Vt）、イソトシン（It）、ゴナドトロピン放出ホル

モン（GnRH）1 が産生されていることから、次にこれらの神経ペプチド産生ニューロンにおけ

るGRの発現を検証した。その結果、GRがこれらの神経ペプチド産生ニューロンで発現する

こと、また PPaの Vtニューロンと GnRH1ニューロンに占める GR発現ニューロンの割合はメ

スの方が高いことがわかった。PPaのVtニューロンは脳下垂体を介したストレス応答、あるい

は社会性行動に参加すると考えられる一方、PPaの GnRH1ニューロンの機能は未知である

が、本研究により、これらのこれらの神経ペプチドニューロンを介した生理作用にストレスが

与える影響はオスよりもメスでより大きいことが示唆された。 

 

第 2章  視索前野のメス特異的 Npbaニューロンのエストロゲン応答性 

第 2章からは対象をGR発現ニューロンから変更し、数年前に発見された、メダカの脳内

でほぼメス特異的にエストロゲン受容体とアンドロゲン受容体を発現する視索前野の神経核

PMm/PMg に含まれるペプチド産生ニューロンに着目して研究を行った。これらは

Neuropeptide B（Npba）を発現する大細胞性ニューロンで、メスにはみられるがオスには全く

みられないという顕著な性差を示す。さらに、これらのニューロンは性ステロイド環境に応答

して npba の発現量を可逆的に変化させていることも知られていた。これらのメス特異的な

Npba ニューロンはこのように性ステロイドの影響を強く受けることから、性的なゆらぎをもつと

考えられた。しかし、これまでの研究はこれらのニューロンにおける npbaや性ステロイド受容

体遺伝子の発現のみに着目して行われており、ニューロンの他の形質や他の遺伝子発現

の面からの性状解析は行われてこなかった。そこで、本章ではこれらのニューロンの制御機

構と機能の解明を目標として、ニューロン自体に着目した多角的な解析を行うこととし、まず

はその詳細な形態解析を行った。 

その結果、これらのニューロンは大型の細胞体と核、発達した小胞体とゴルジ体

をもち、核内にはユークロマチン領域を多く有するといった活発なペプチドニューロ

ンに特徴的な形態をもつことがわかった。また、これらの核では RNAPⅡ-Ser2P、

RNAPⅡ-Ser5P、H3K36me、H3K36me2 といった、転写の活性化との関連が知られている化

学修飾が亢進していた。さらに、これらの特徴は卵巣除去によって失われ、卵巣を除去した

個体にエストロゲンを投与すると回復することも明らかになった。このことから、これらの特徴

はエストロゲン依存的に保たれており、可逆的に変化することが示唆された。 

また、本来オスのメダカは PMm/PMgにメスの Npbaニューロンに相当する大細胞性ニュ

ーロンをもたないが、エストロゲンを投与すると Npba ニューロンが神経新生を経ずに誘導さ
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れることも示された。この結果は、オスのメダカにエストロゲンを投与するとそれまでオス型の

不活性な形態をとっていたニューロンが活性化されてメス型の大細胞性ニューロンになると

ともに Npba を発現するようになること、つまりこれらのニューロンがオス型からメス型へ性転

換することを示唆している。このことから、PMm/PMg の Npba ニューロンに相当するニューロ

ンは雌雄どちらにも存在し、それらがエストロゲンの有無によって活性化、あるいは不活性化

することで可逆的な性的二型を形成していると考えられた。 

 

本項のこれ以降の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。

5年以内に出版予定。 
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より感謝申し上げる。 
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また、トランスクリプトーム解析に用いたメダカの卵巣除去実験において手術を行って頂

いた元水族生理学研究室の山下純平氏に心より御礼申し上げる。東京大学大学院農学生

命科学研究科附属水産実験所の細谷将助教、元水族生理学研究室の宮西弘氏、古川史

也氏、井ノ口繭氏、前廣清香氏、進士淳平氏、竹内研生氏、梶山（平木）十和子氏、坂田

（川幡）由希香氏、仲宗根潔氏、水族生理学研究室の細野耕平氏、宮副大地氏には幾度と

なく、実験のご指導や貴重な御助言を頂き、深く御礼申し上げる。また、水族生理学研究室

において私と同じニューロンの研究を進めている立澤雅也氏、tac1-KO、tac4a-KO 系統の

表現型解析を引き継いでくれた石川海杜氏からは多くの重要なアドバイスを頂いたとともに、

メダカの飼育の面で多大な助力を頂いた。これまでの研究生活において多くのご迷惑をお

掛けしたにもかかわらず、日常の議論を通じて多くの知識や示唆をくださり、共に濃密な研

究生活を過ごしてくださった水族生理学研究室の皆様、実験データを提供してくれたメダカ

たち、そして寛大に博士課程までの進学を許してくれた両親に、深く感謝の意を表す。 
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