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序論 
 

脊椎動物では、攻撃行動や性行動などの行動パターンや、成長や性成熟、ストレス応答

などの内分泌パターンに性差がみられる。例えば、脊椎動物全般を通してメスに比べオスの

ほうが攻撃性が高い。また、多くの脊椎動物がオスからメスに対して求愛行動を示し、メスが

それを受け入れるというように、雌雄で異なる性行動様式を示す。他にも性成熟や成長のス

ピードが雌雄で異なる動物種も多く存在する。こういった行動や内分泌パターンの性差は脳

内に存在する何らかの性差に起因すると考えられるが、そのメカニズムの実体は明らかとな

っていない。 

生殖腺に精巣と卵巣の性的二型があるように、脳にもオス型とメス型があり、その違いに

よってさまざまな行動や内分泌のパターンに雌雄の違い（性差）がもたらされていると考えら

れる。哺乳類では、脳のデフォルトはメス型であるが、遺伝的なオスでは出生前後の時期に

精巣から大量のアンドロゲンが一過性に分泌され、そのアンドロゲンの作用により脳の性が

オス化する。そして、その時期のアンドロゲンの有無によって、不可逆的かつ永久的な脳の

変化が引き起こされるため、そこでオス型あるいはメス型に分化した脳の性は、その生活史

において逆転することがない（McCarthy and Arnold, 2011; McCarthy et al., 2012）。 

ところが魚類では、性成熟後でも性ステロイド処理によって異性に特徴的な行動パター

ンを示すようになる（Munakata and Kobayashi, 2010）。また、自然条件下で自発的に性転換

を起こす魚種も少なくない（Godwin, 2010）。これらの現象は、魚類の脳は性分化後でも性

的な可逆性を保持しており、種々の要因によって、脳の性が容易に逆転し得ることを意味し

ている。したがって、魚類の脳は哺乳類とは明らかに異なるメカニズムによって性分化してい

るはずである。しかし、そのメカニズムの実体についての研究は国内外を通してほとんどなく、

そもそも、魚類の脳にどのような性差が存在するのかについても、断片的な知見しかなかっ

た。 

このような背景のもと、当研究室において、メダカ（Oryzias latipes）の脳内で発現に性差

を示す遺伝子の網羅的スクリーニングが行われ、雌雄のいずれかに偏って発現する十数種

類の遺伝子が単離・同定された（Okubo et al., 2011; Kawabata et al., 2012; Hiraki et al., 2012, 

2014; Nakasone et al., 2013 など）。単離・同定された遺伝子の中には、複数の神経ペプチド

遺伝子が含まれていた。神経ペプチドは、神経系で産生される生理活性ペプチドで、神経

末端から放出された神経ペプチドは、後シナプスの特定の受容体を介して神経興奮の制御
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に関わる神経伝達物質としてはたらくほか、ホルモンとしてのはたらきもある。現在、約 100

種類種類ほど見つかっており、様々な行動や内分泌系の制御に重要な役割を果たしている

ことが知られている。 

そこで、性差がみられた神経ペプチド遺伝子の発現を解析したところ、いくつかの神経

ペプチド遺伝子が視索前野とよばれる脳領域において発現に性差を示すことが明らかとな

った（Kawabata et al., 2012; Hiraki et al., 2014; 当研究室、未発表データ）。魚類において、

視索前野は、parvocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus（PMp）、anterior 

parvocellular preoptic nucleus （ PPa ） 、 posterior parvocellular preoptic nucleus （ PPp ） 、

magnocellular/gigantocellular portions of the magnocellular preoptic nucleus（PMm/PMg）に

分けることができ（図 0-1）、PMp、PPa、PPp は哺乳類の視索上核（SON; supaoptic nucleus）

や内側視索前野（mPOA；medial preoptic area）と、PMm/PMg は哺乳類の室傍核（PVN；

paraventricular hypothalamic nucleus）とそれぞれ相同であると考えられている（Forlano and 

Bass, 2011; Godwin and Tompson, 2012; Herget et al., 2014）。哺乳類におけるこれらの脳領

域は、性行動や攻撃行動などの行動に深く関わる脳領域として知られており、魚類におい

ても視索前野は, 電気刺激実験や局所破壊実験、あるいは解剖学的な解析によって、性行

動を制御する脳領域であることや下垂体ホルモンの制御にも関与することが報告されている

（Demski et al., 1975; Kyle and Peter, 1982; Koyama et al., 1984; Satou et al., 1984; Okubo 

and Nagahama, 2008）。したがって、メダカの視索前野において発現に性差がみられた神経

ペプチド遺伝子は、魚類の行動パターンや内分泌パターンの性差に寄与している可能性が

高い。実際、視索前野においてメス特異的に発現する神経ペプチド遺伝子 npb は、性行動

時、オスの受け入れを制御することが示唆された（梶山、2014）。つまり、メスで高い発現を示

す神経ペプチド遺伝子が、メスの性行動の一部を制御していることになる。このことは、視索

前野における神経ペプチド遺伝子の性差が形質の性差に寄与している可能性を強く示唆し

ている。 

視索前野の中でも哺乳類において魚類の PMp に相当する mPOA のニューロンを光遺

伝学的手法を用いて活性化すると雌雄の性行動や攻撃行動が誘起されることが報告されて

いる（Wu et al., 2014; McHenry et al., 2017; Wei et al., 2018）。また、mPOA のニューロンの

多くは、性ステロイド受容体を発現しており、高い性ステロイド応答性を示す（Simerly et al., 

1990; Jahan et al., 2015）。性ステロイドが性行動や攻撃行動などの制御因子であることはよく

知られており、mPOA のニューロンが性ステロイドを介した性特異的な行動の制御に重要な

役割を果たしていると考えられる。魚類においても性行動や攻撃行動などの性特異的な行
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動は性ステロイドによって制御されていることから、魚類の PMp において性ステロイド応答性

の神経ペプチド遺伝子が性特異的な行動の制御に関与している可能性が考えられる。そこ

で本研究では、メダカの PMp において明確な性差を示す神経ペプチド遺伝子、gal、

adcyap、vip、it に着目し、これらの遺伝子が魚類の性特異的な行動および内分泌系の制御

に関わっているのではないかとの考えのもと、メダカにおけるこれらの遺伝子の発現制御機

構や作用機序、機能を解析することで、哺乳類と異なる魚類の脳の性分化のメカニズムを明

らかにするとともに、魚類の性特異的な行動および内分泌系の制御メカニズムを明らかにす

ることを目指した。 

第 1 章では gal に着目した。gal はガラニン（GAL）をコードする遺伝子で、メダカでは、

視索前野や視床下部で発現し、中でも PMp において特に大きな性差を示す。gal の PMp

における発現は、前部の anterior part of PMp（aPMp）と後部の posterior part of PMp （pPMp）

に分けることができ、前部の aPMp での gal の発現は、雌雄で有意な差はみられないのに対

し、後部の pPMp では、ほぼオス特異的に発現する（当研究室、未発表データ）。魚類にお

ける gal の機能についての知見は、摂食の促進や下垂体ホルモンの分泌などに限られたも

のであり、あまり明らかとなっていない（volkoff et al., 2005; Pinto et al., 2017）。一方、哺乳類

において、PMp に相当する mPOA の Gal は、育児行動や性行動、攻撃行動などの性特異

的な行動の制御に関与することが示されている（Bloch et al., 1991; Wu et al., 2014）。また、

いくつかの魚種を含め、多くの動物種で脳内の発現に性差が確認されており、哺乳類では

エストロゲンとアンドロゲンの両方で発現促進がみられる（Bloch et al., 1993; Rao et al., 1996; 

Park et al., 1997; Mathieson et al., 2000）。これらのことから、メダカの pPMp においてほぼオ

ス特異的に発現する gal は、性特異的な行動の制御に関わっていることが推察されるが、こ

れまでに脊椎動物を通して gal の発現の性差と形質の性差の関係を示した知見はない。そ

こで、メダカの pPMp における gal の発現制御機構、作用機序、機能について包括的に解

析することで、gal の性差の形成機構と生理的意義を明らかにすることを目的とした。 

第 1 章において、pPMp における gal のオスに偏った発現がオス型の行動を制御するこ

とが示された。また、PMp のニューロンは下垂体以外にも様々な脳領域へと軸索を伸ばして

いることが明らかとなり、様々な機能の制御に関わっていると推察される。そこで第 2 章では、

同じく PMp において明確な性差がみられた神経ペプチド遺伝子である adcyap と vip に着

目した。adcyap は、下垂体アデニル酸シクラーゼ活性化ポリペプチド（PACAP；pituitary 

adenylate cyclase activatinr polypeptide）をコードする遺伝子で、メダカは adcyap1 と adcyap2

の 2 種類の Adcyap 遺伝子をもつ。どちらも脳全域に広く分布しており、PMp においてオス
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で高い発現を示す。しかし、性差の度合いは adcyap1 がメスに比べ、オスが約 4.5 倍多く発

現するのに対し、adcyap2 は、約 1.2 倍しか変わらない（当研究室、未発表データ）。一方の

vip は、血管作動性腸管ペプチド（VIP；vasoactive intestinal peptide）をコードする遺伝子で、

メダカでは、adcyap と同様に脳の広い範囲で発現するが、PMp における性差の方向は

adcyap とは逆で、メスでオスに比べ約 1.6 倍高い発現を示す（当研究室、未発表データ）。

また、PACAP と VIP はともにセクレチン/グルカゴンファミリーに属し、共通の受容体に結合し

て作用を発揮することが知られている。このことをふまえると、メダカの PMp で adcyap と vip

の両者が逆方向の性差を伴って発現していることは、何らかの情報伝達系を活性化するの

に雌雄間でリガンドが使い分けられている、そのような仕組みが存在することを連想させる。

哺乳類において PACAP は、摂食やストレス応答、下垂体ホルモンの分泌など、多様な機能

をもつ（Osuga et al., 1992; Agarwal et al., 2005; Mounien et al., 2009）。一方、VIP は、摂食

や概日リズムの調節、下垂体ホルモンの分泌など、PACAP と似たような機能をもつことからも

（Aton et al., 2005; Matsuda et al., 2005）、リガンドを使い分けがみられてもおかしくはない。

そこで、メダカの PMp における adcyap と vip の発現制御機構、作用機序について解析する

ことで、雌雄間でのリガンドの使い分けの可能性について検討することとした。 

第 3 章では、別の神経ペプチドであるイソトシン（IT; isotosin）をコードする遺伝子 it に着

目した。it は、終脳腹側部と視索前野において発現しており、視索前野における細胞当たり

の発現量がメスで高い可能性が示唆されている（Kawabata et al., 2012）。イソトシンの哺乳類

オーソログであるオキシトシン（OXT）は、脳内で作用して育児行動や向社会的行動を促進

するほか、末梢でも作用し、子宮の収縮や母乳分泌を促進することが知られているが（Kiss 

and Mikkelsen, 2005; Ross and Young, 2009; Marlin and Froemke, 2017）、魚類における機能

はほとんどわかっていない。また、OXT の発現は性ステロイドの影響を受けることが齧歯類

で報告されているが、どの性ステロイドがどのように OXT の発現を制御するかについては、

報告によって異なる結果が得られている。哺乳類における OXT と性ステロイドの関係は、統

一的な結果は得られていないものの、多くの成果が報告されている。しかし、魚類における

IT と性ステロイドの関係については全く調べられていない。そこで、メダカの it 発現における

性ステロイドの作用を解析することで魚類における it の発現制御機構を明らかにすることを

目指した。 

第 1 章から第 3 章までの解析によって、今回着目した神経ペプチド遺伝子の発現の性

差は、生殖腺から放出される性ステロイドの作用によって形成されること、さらに、人為的な

性ステロイド処理によって、その発現の性差は逆転し得ることが明らかとなった。性ステロイド
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は多くの場合、核内受容体のサブファミリー3 に属する性ステロイド受容体（エストロゲン受容

体（ER；estrogen receptor）およびアンドロゲン受容体（AR；androgen receptor））への結合を

介して作用を発揮する。性ステロイド受容体は、リガンド依存型の転写因子であり、リガンド

である性ステロイドと結合すると、種々の標的遺伝子の転写を活性化、あるいは不活性化す

る。性ステロイドは性ステロイド受容体を発現する細胞にしか作用することができないことや、

細胞あたりの性ステロイド受容体の発現分子数が性ステロイドへの感受性を決めることを考

えると、性ステロイドの脳内作用は、脳に存在する性ステロイド受容体なしには、考えることが

できない。興味深いことに、先行研究によって、メダカの脳内の性ステロイド受容体の発現に

は性差が存在すること、また、その発現パターンは体内の性ステロイド環境に応じて、メス型

からオス型へ転換し得ることが見出された（Hiraki et al., 2012）。特に、終脳腹側部の

supracommissural/posterior nuclei of the ventral telencephalic area（Vs/Vp）と視索前野の

PMm/PMg、この二つの神経核においては、ER と AR がほぼメス特異的に発現しており、体

内の性ステロイド環境をオス型に改変すると、メスであっても発現が消失することが見出され

た（Hiraki et al., 2012）。この知見をきっかけとして、魚類の脳がメス型からオス型に転換する

メカニズムが明らかになりつつある。その一方で、オス型の脳からメス型の脳へ転換するメカ

ニズムについては全く分かっていない。そこで第 4 章では、そのメカニズムを解明する足掛

かりとして、オスでも体内の性ステロイド環境をメス型に改変すれば、Vs/Vp と PMm/PMg に

おいてみられる ER と AR のメス特異的な発現が誘導されるのか、また、逆にオスで高い発

現を示す ER の一種の発現がメスレベルまで抑制されるのかを検証することとした。そしてそ

こで得られた知見を、第 1 章から第 3 章までの解析で得られた結果の解釈に利用することを

目指した。 
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表 0-1. 神経核の略称と正式名称 

略称 正式名称 

aPMp anterior part of parvocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 
aPPa anterior part of anterior parvocellular preoptic nucleus 
PMg gigantocellular portions of the magnocellular preoptic nucleus 
PMm magnocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 

PMp parvocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 

PPa anterior parvocellular preoptic nucleus 

pPMp posterior part of parvocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 

PPp posterior parvocellular preoptic nucleus 

pPPa posterior part of anterior parvocellular preoptic nucleus 
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図 0-1.メダカの視索前野の脳地図 

メダカの視索前野の脳地図。（A、C）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。B の部分を拡大したものをパネル B に示し、D–I のラインで切っ

た断面をパネル D–I に示す。Cb は小脳、Hyp は視床下部、MO は延髄、OB は嗅球、OpN

は視神経、OT は視蓋、Tel は終脳を示す。各神経核の正式名称については、表 0-1 を参照

のこと。 
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第 1 章 オスで高い発現を示す遺伝子 gal の 
性差の形成機構と生理的意義 

 
本章の内容は、学術誌論文に投稿する計画があるため、公表できない。現在は投稿準備中

であり、5 年以内に出版予定である。 
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第 2 章 受容体を共有する神経ペプチド Pacap と Vip の 
遺伝子発現における性差の形成機構と生理的意義 

 
本章の内容は、学術誌論文に投稿する計画があるため、公表できない。現在は投稿準

備中であり、5 年以内に出版予定である。 

  



10 
 

第 3 章 メスで高い発現を示す遺伝子 it の発現制御機構 
 
3-1. 緒言 

 

ここまでの解析の結果、PMp において性差を示す神経ペプチド遺伝子の発現は、性ス

テロイドに依存しており、オスに偏った性差は、オスにおいて精巣由来のアンドロゲンによる

発現促進作用とメスにおいて卵巣由来のエストロゲンによる発現抑制作用の二つのメカニズ

ムのどちらかもしくは両方がはたらくことで形成されている。一方メスに偏った性差は、卵巣

由来のエストロゲンによる促進作用によって形成されることが示された。そこで、同じく PMp

を含めた視索前野で性差を示す神経ペプチド遺伝子 it の性差形成も同様のメカニズムによ

って成り立っているのか検証した。 

it はイソトシン（IT）をコードする遺伝子である。IT は、アミノ酸 9 個からなる神経ペプチド

で、哺乳類のオキシトシン（OXT）の魚類におけるオーソログである。OXT は、主に視床下部

の視索上核（SON）と室傍核（PVN）で産生され、下垂体後葉に運ばれた後、末梢へと放出

される。末梢に放出された OXT は、子宮の収縮や母乳分泌の促進など、様々な作用を発

揮する（Kiss and Mikkelsem, 2005）。また、PVN で産生された OXT は下垂体後葉以外にも

様々な脳領域へと運ばれ、育児行動や向社会的行動を促進する（Ross and Young, 2009; 

Marlin and Froemke, 2017）。それらのイベントはいずれも性ステロイドに依存することから、

OXT の発現も性ステロイドによる影響を受けると想像される。実際に、エストロゲンやエストロ

ゲン活性を有するアンドロゲン代謝物 3β-diol が、ER の一種 ESR2 を介して Oxt の転写を

直接活性化していることが、齧歯類でのいくつかの研究で報告されている。一方、アンドロゲ

ンが AR を介して OXT の発現を調節しているという報告はこれまでにない（Aceved-

Rodriguez et al., 2015）。しかし、Oxt 発現に対する性ステロイドの効果を調べたこれまでの研

究の間で完全に一致した結果が得られているわけではなく、上記の報告とは逆に、エストロ

ゲンがOxtの発現を抑制するという報告も複数ある（Shughrue et al., 2002; Okabe et al., 2013）。 

it は、主に視索前野の PMp、PPa、および PMm/PMg で発現している（Goodson et al., 

2003; Saito et al., 2004; Kawabata et al., 2012）。PMp と PPa は哺乳類の SON や内側視索

前野（mPOA）と相同であり、PMm/PMg は哺乳類の PVN と相同であると考えられており

（Forlano and Bass, 2011; Godwin and Tompson, 2012; Herget et al., 20014）、Oxt と it の間で

発現するニューロンの局在は保存されているようだ。加えて、トラフグ（Takifugu rubripes）の it

をラットやマウスにトランスジェニックすると、Oxt の発現がみられる PVN と SON のニューロン
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で itの発現が確認されたことや、外部刺激に対して itでもOxt様の応答がみられたことから、

発現の細胞特異性や外部刺激に対する応答性は、Oxt と it の間でよく保存されていると考

えられている（Venkatesh et al., 1997; Gilligan et al., 2003）。これらのことから、性ステロイドに

よる発現制御機構も、Oxt と it の間で保存されている可能性が高いと考えられ、齧歯類にお

ける性ステロイドの効果の実験結果が一致しないことを解釈する手掛かりにもなり得る。しか

し、it の発現に対する性ステロイドの効果を調べた研究はまだない。 

先行研究で、it は視索前野の PMp、PPa、PMm/PMg においてメスで高い発現を示すこ

とが明らかになった（Kawabata et al., 2012）。そこで、本研究では、it の遺伝子発現における

性ステロイドによる作用を解析することで、it の遺伝子発現における性差の形成機構を明ら

かにするとともに、免疫組織化学によって作用部位を解析することで性差の生理的意義を

解析することとした。 

 

3-2. 材料と方法 

 
3-2-1. 実験魚 

実験には、水温 28ºC、14 時間明期（9 時〜23 時）/10 時間暗期（23 時〜9 時）で飼育し

た 2〜4 カ月齢の性成熟した雌雄のメダカ（d-rR 系統）を用いた。餌はブラインシュリンプ幼

生、または市販の固形飼料（おとひめ；日清丸紅飼料、東京、日本）を 1 日 3、4 回与えた。 

 

3-2-2. it の発現に対する生殖腺除去と性ステロイド処理の影響の解析 

生殖腺除去と性ステロイド処理を行った雌雄のメダカの脳における gal の発現を、定量

的 ISH によって解析した。1-2-2 に記載した方法で生殖腺除去とステロイド処理を行った。実

験群として、オスでは、（1）偽手術を施した後、エタノールを投与した群（Sham 群）、（2）精巣

を除去した後、エタノールを投与した群（CX 群）、（3）精巣を除去した後、アンドロゲン

（11KT）を投与した群（CX+KT 群）、（4）精巣を除去した後、エストロゲン（E2）を投与した群

（CX+E2 群）の計 4 群を設定した（各群 n = 5）。メスでは、（1）偽手術を施した後、エタノール

を投与した群（Sham群）、（2）卵巣を除去した後、エタノールを投与した群（OVX群）、（3）卵

巣を除去した後、11KT を投与した群（OVX+KT 群）、（4）卵巣を除去した後、E2 を投与した

群（OVX+E2 群）の計 4 群を設定した（各群 n = 5）。 

メダカの脳由来の cDNA プールを鋳型として、表 3-1 に記したプライマーを用いた PCR

によって得られた it（738 bp）の cDNA 断片を pGEM-Teasy ベクター（Promega）にサブクロー
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ニングしたものを鋳型として、T7 RNA ポリメラーゼ、および DIG RNA Labeling Mix（Roche 

Diagnostics）を用いて、DIG で標識された cRNA プローブを合成した。脳のサンプリング、連

続コロナル切片の作製、ISH は 1-2-3 に記載した方法で行った。プロテナーゼ K/PBS の濃

度は 2 μg/ml、ハイブリダイゼーションのプローブ濃度は 0.2 μg/ml、AP 標識抗 DIG 抗体の

希釈率は 2000 倍とした。NBT/BCIP（Roche Diagnostics）による発色時間は、オスでは 20 分、

メスでは 10 時間とした。 

 

3-2-3. it とアンドロゲン受容体との共発現解析 

視索前野において it と AR（ara、arb）が共発現しているか否かを検証するため、下記の

方法に従って蛍光二重 ISH を行った。 

メダカの脳由来の cDNA プールを鋳型として、表 3-1 に記したプライマーを用いた PCR

によって得られた it（738 bp）、ara（1181 bp）、arb（1015 bp）の 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; Hiraki et al., 2012）を鋳

型として、Fluorescein 標識された it の cRNA プローブと、DIG 標識された ara、arb の cRNA

プローブを合成した。it のプローブ標識には、T7 RNA ポリメラーゼと Fluorescein RNA 

Labeling Mix（Roche Diagnostics）を、ara、arb のプローブ標識には、T7 RNA ポリメラーゼと

DIG RNA Labeling Mix（Roche Diagnostics）を用いた。 

脳のサンプリング、連続コロナル切片の作製、蛍光二重 ISH は、1-2-4 に記載した方法

で行った。ハイブリダイゼーション時のプローブ濃度は 0.5 μg/ml、Fluorescein 抗体の希釈率

は 1000 倍、DIG 抗体の希釈率は 500 倍、DAPI の希釈率は 1000 倍とした。it 検出のため

の TSA Plus Fluorescein System（PerkinElmer）による発色時間は 45 分間、AR 検出のため

の Fast Red（Roche Diagnostics）による発色時間は 3 時間半とした。 

 

3-2-4. 視索前野の it 発現にキスぺプチンが関与する可能性の検証 

メダカでは、視床下部の ventral tuberal nucleus（NVT）に存在するキスぺプチンニューロ

ン（キスペプチンの一種である kiss1 を発現するニューロン）が、it 発現ニューロンに密に投

射していることや、it 発現ニューロンがキスぺプチン受容体 gpr54-2 を発現していることが報

告されている（Kanda et al., 2013; Hasebe et al., 2014）。さらに、NVT の kiss1 発現ニューロン

の数はメスに比べてオスで多いことも報告されている（Kanda et al., 2008）。また、メダカでは

確認されていないが、視床下部の lateral recess nucleus（NRL）に存在し、別のキスペプチン

（kiss2）を発現するニューロンも、it 発現ニューロンが存在する脳領域に密に投射しているこ
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とが、ゼブラフィッシュ（Danio rerio）において報告されている（Servili et al., 2011）。これらの

知見から、kiss1 と kiss2 のどちらか、もしくはその両方がアンドロゲンシグナルを it 発現ニュ

ーロンへと伝えているのではないか、という仮説を立てた。その仮説を検証する端緒として、

生殖腺除去と性ステロイド処理を行ったオスメダカの脳におけるキスぺプチン遺伝子（kiss1、

kiss2）、およびキスぺプチン受容体遺伝子（gpr54-1、gpr54-2）の発現を、real-time PCR によ

って解析した。実験群として、（1）偽手術を施した後、エタノールを投与した群（Sham 群）、

（2）精巣を除去した後、エタノールを投与した群（CX 群）、（3）精巣を除去した後、アンドロゲ

ン（11KT）を投与した群（CX+KT 群）、（4）精巣を除去した後、エストロゲン（E2）を投与した

群（CX+E2 群）の計 4 群を設定した（各群 n = 6〜8）。 

脳のサンプリングは明期開始後 1〜2.5 時間の間に行った。その際、生殖腺除去個体に

ついては生殖腺が体内に残っていないことを、偽手術個体については生殖腺が無傷で残っ

ていることを確認した。サンプリングした脳は、RNAlater 中で、4ºC で一晩インキュベートした

後、RNAlater を完全に取り除き、RNA 抽出に供するまで-80ºC で保存した。 

RNeasy Plus Universal Mini Kit（Qiagen, Hilgen, Germany）を用いて、全脳の RNA を抽

出した後、SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を用いて

逆転写を行い、cDNA を合成した。real-time PCR は、LightCycler 480 SYBR Green I Master

（Roche Diagnostics, Basel, Switzerland ）を用いて、LightCycler 480 System II（Roche 

Diagnostics）上で行った。PCR に用いたプライマーを表 1-1 に示した。得られた各遺伝子の

発現量は β アクチン遺伝子（actb）の発現量で補正し、Sham 群の値を 1 とした場合の相対

値で示した。 

 

3-2-5. 免疫組織化学を用いた it 発現ニューロンの投射先の解析 

it 発現ニューロンの投射先を解析するため、以下の方法に従って、It ペプチドの免疫組

織化学を行った。脳のサンプリング、連続サジタル切片またはコロナル切片の作製、免疫組

織化学は 1-2-5 に記載した方法で行った。一次抗体には、抗体希釈液で 5000 倍に希釈し

たウサギ抗 OXT 抗体（東京大学大気海洋研究所の兵藤晋教授のご厚意により譲渡してい

ただいた）を、二次抗体には、PBS で 1000 倍に希釈した Alxa Flour 488 Goat Anti-Rabbit 

IgG を用いた。 

 

3-2-6. 顕微鏡観察および撮影 

3-2-2 で得られた ISH 後の切片の観察および撮影は、正立顕微鏡（BX53；Olympus、
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Tokyo、Japan）とデジタルカメラ（DP73；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。it の発現がみられた全ての神経核について、シグナ

ル陽性ニューロンの数を正立顕微鏡下で、マニュアルにてカウントした。カウントは 2 回行い、

その平均値を最終的なデータとした。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

よび本研究室で作製されたメダカの脳のニッスル染色連続切片（kawabata et al., 2012）をも

とに行った。 

3-2-3 および 3-2-5 で得られた蛍光組織切片の観察及び撮影は、共焦点レーザースキャ

ン顕微鏡（TCS SP8; Leica Microsystems）を用いて行った。TCS SP8 での Fluorescein およ

び Alexa488 の検出には 488 nm の励起光と 495〜545 nm の蛍光検出波長域を、Fast Red

の検出には 552 nm の励起光と 620〜700 nm の蛍光検出波長域を、DAPI の検出には 405 

nm の励起光と 410〜480 nm の蛍光検出波長域を用いた。また、免疫組織化学で得られた

蛍光組織切片は、各切片を Z 軸方向 1 μm 毎に撮影し、重ね合わせた。撮影した画像のコ

ントラストと明度は、Photoshop CS6（Adobe Systems、San Jose、CA、USA）を用いて調整した。 

 

3-2-7. 統計解析 

グラフ中のデータは全て、平均値±標準誤差で表示した。統計処理は、統計処理ソフトウ

ェア GraphPad PRISM（GraphPad Software、San Diego、CA、USA）を用いて、以下の方法に

よって行った。Bartlett 検定と Brown-Forsythe 検定によって等分散性を検証し、等分散が認

められた場合は、一元配置分散分析の後、Bonferroni 法によって、オスの場合は CX 群とそ

の他の群、メスの場合は OVX 群とその他の群との有意差をそれぞれ検定した。等分散が認

められなかった場合は、データを対数変換し、それで等分散が認められれば、一元配置分

散分析の後、Bonferroni 法によってCX群とその他の群との有意差を検定した。対数変換後

も等分散が認められなかった場合は、ノンパラメトリックの Kruskal-Wallis 検定の後、Dunn 法

によって CX 群とその他の群との有意差を検定した。 

 
3-3. 結果 

 
3-3-1. 各神経核における it 発現に対する生殖腺除去と性ステロイド処理の影響 

it 発現に対する生殖腺由来の性ステロイドの影響を解析するため、生殖腺除去と性ステ

ロイド投与が雌雄のメダカの脳内の it 発現に及ぼす影響を、定量的 ISH によって解析した。
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ISH のシグナルが得られた神経核の略称と正式名称を表 3-2 に示した。オスでは、PMp お

よび PPa の it 発現ニューロンの数が精巣除去によって有意に減少し、アンドロゲン投与によ

って回復した。一方、エストロゲン投与では有意な差はみられなかった（図 3-1A、B、D）。ま

た、PMm/PMg では、精巣除去および性ステロイド投与の影響に有意な差はみられなかった

（図 3-1C）。メスでは、いずれの神経核においても卵巣除去や性ステロイド投与の影響に有

意な差はみられなかった（図 3-2）。 

 

3-3-2. it とアンドロゲン受容体の共発現の有無 

上記の生殖腺除去と性ステロイド投与の実験によって、PMp と PPa における it の発現

は、オスでのみアンドロゲンによる促進作用を受けることが示された。では、アンドロゲンは直

接的に PMp や PPa の it 発現ニューロンに作用できるのだろうか。このことを検証するため

に、蛍光二重 ISH によって、それらの神経核における it と AR の共発現を解析した。メダカ

を含め、魚類は 2 種類の AR、ara と arb の両方について発現を解析した。解析の結果、オ

スでは、aPMp、PPa、aPPp において ara が、そのうち、aPMp と PPa においては arb も多く発

現していたが、どちらの AR も it 発現ニューロンでは発現していなかった（図 3-3）。メスでは

さらに、pPMp でも ara と arb の発現がみられたが、オスと同様に、it 発現ニューロンでは発

現していなかった。メスでは、PMm/PMg でも ara と arb の両方の発現がみられたが、やはり

it ニューロンでは発現していなかった（図 3-4）。 

 
3-3-3. アンドロゲンに依存した it の発現にキスぺプチンが関与する可能性 

ここまでの結果で、オスの PMp と PPa での it 発現は、アンドロゲンによって促進されるに

もかかわらず、AR とは共発現していないことが明らかとなった。このことは、アンドロゲンは別

の細胞を経由して、PMp と PPa の it 発現ニューロンにはたらきかけることを意味している。そ

こで私は、過去の報告を参考にして、このアンドロゲンに依存した it の発現はキスぺプチン

を介したものかもしれないとの仮説を立てた。その仮説を検証するため、精巣除去手術と性

ステロイド処理を施したオスの脳における 2 種類のキスぺプチン遺伝子（kiss1 と kiss2）およ

び 2 種類のキスぺプチン受容体遺伝子（gpr54-1 と gpr54-2）の発現を real-time PCR によっ

て解析した。その結果、kiss1、gpr54-1、gpr54-2 の発現は、精巣を除去しても、精巣除去し

た個体にアンドロゲンおよびエストロゲンのいずれを投与しても、有意な差はみられなかった

（図 3-5A、C、D）。一方、kiss2 の発現は、精巣を除去すると減少傾向を示し、アンドロゲンを

投与することで有意に増加した。エストロゲン投与では、kiss2 の発現に有意な差はみられな
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かった（図 3-5B）。 

 

3-3-4. 免疫組織化学を用いた it 発現ニューロンの投射先 

オス特異的にアンドロゲンによる制御を受ける PMp および PPa の it 発現ニューロンの投

射先を明らかにするために、抗 OXT 抗体を用いた免疫組織化学を行った。その結果、

PMm/PMg の it 発現ニューロンが尾部側の脳領域へと投射する様子が確認された一方で、

PMp および PPa の it 発現ニューロンのほとんどは雌雄のいずれにおいても、視床下部の腹

側を経由して下垂体へと投射していることが明らかとなった（図 3-6）。 

 

3-4. 考察 

 

本章では、OXT の魚類オーソログとして知られている it の脳内発現に対する性ステロイ

ドの影響を解析した。オスでは、PMp および PPa の it 発現は、アンドロゲンによって促進さ

れる一方、PMm/PMg の it 発現は性ステロイドによる影響を受けないことが明らかとなった。

メスでは、いずれの神経核の it 発現も、性ステロイドによる影響を受けないことが明らかとな

った。 

過去の異種間のトランスジェニック実験において、発現の細胞特異性や外部刺激に対

する応答性は、Oxt と it の間でよく保存されていることが示されている（Venkatesh et al., 

1997; Gilligan et al., 2003）。このことから、Oxt/it の性ステロイドによる制御も、齧歯類と魚類

との間で保存されていると予想された。しかし、今回得られた結果は、それを否定するもので

あった。齧歯類では、アンドロゲンではなく、エストロゲンやエストロゲン活性を示すアンドロ

ゲン代謝物 3β-diol が、雌雄両方の PVN の Oxt の発現を促進することが報告されている

（Aceved-Rodriguez et al., 2015）。逆に、エストロゲンやテストステロンが Oxt の発現を抑制す

ることも報告されているが（Shughrue et al., 2002; Okabe et al., 2013; Aceved-Rodriguez et al., 

2015）、いずれにせよ、今回メダカで得られた結果とは明らかに異なる。 

齧歯類では、ESR2 が PVN の OXT ニューロンで高発現しており、ESR2 を介してエスト

ロゲンや 3β-diol が Oxt 発現を促進する（Alves et al., 1998; Nomura et al., 2002; Shalma et 

al., 2012; Hiroi et al., 2013）。ESR2 は、Oxt プロモーター領域の estrogen responsive element

（ERE）と結合することで Oxt の転写を活性化する（Richard and Zingg, 1990; Adan et al., 

1993; Koohi et al., 2005）。この知見をもとに、メダカの it のプロモーター領域の配列を解析

したところ、いくつかの ERE 様配列が見つかった（Yamashita et al., 2017）。性ステロイドによ
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る Oxt/it の制御に関わるシスエレメントは齧歯類と魚類で保存されているにもかかわらず、実

際の制御機構は Oxt と it の間で大きく異なるようになった可能性が考えられる。 

オス特異的なアンドロゲンによる制御は、齧歯類における研究と一致しないだけでなく、

魚類の脳の性分化の観点からも意外な発見であった。魚類、少なくともメダカにおいては、

性ステロイドを投与した際に起こる脳内の遺伝子発現の変化は、雌雄間で共通であることが

繰り返し報告されてきた（Okubo et al., 2011; Nakasone et al., 2013; 当研究室、未発表デー

タ）。他の脊椎動物とは異なり、魚類の脳は不可逆的な性分化過程を経ないために、雌雄間

で共通の変化が起こると解釈できる（Hiraki et al., 2012; Okubo et al., 2011）。なぜアンドロゲ

ンに依存した it 発現のメカニズムがオスにしか備わっていないのかは、まだ分からないが、も

しかしたら、そのメカニズムは不可逆もしくは不可逆に近い形で性分化しているのかもしれな

い。OXT ニューロンの電気活動パターンが出生前後の時期に精巣から分泌されるテストス

テロンの影響で不可逆的に性分化することが、最近のラットの研究で示された（Israel et al., 

2014）。また、ブラックモーリー（Poecilia sphenops）における脳の it の濃度は、メダカと同じく

メスで高いが、オス化したメスでも通常のメスと同程度の濃度を示し、性転換しても性差は逆

転しないという報告もある（Kulczykowska et al., 2014）。したがって、メダカの it ニューロンに

も不可逆な性分化機構が存在するのかもしれない。 

本研究の投与実験で使用したアンドロゲンは、エストロゲンに転換されないタイプのアン

ドロゲン（11KT）であるため、今回確認されたアンドロゲンによる it 発現の促進は、AR を介し

ていると考えられる。しかし、ara と arb、いずれの AR 遺伝子も、it 発現ニューロンでの発現

はみられなかった。このことから、it 発現に対するアンドロゲンの作用は、直接的なものでは

なく、別の細胞を経由すると考えられる。齧歯類では、PVNのおよそ半分のニューロンがAR

を発現しているにもかかわらず（Bingaman et al., 1994）、Oxt 発現ニューロンでは AR の発現

はみられない（Zhou et al., 1994）。この状況は、今回明らかとなったメダカでの状況とよく似て

いる。Oxt/it 発現ニューロンが AR を高発現する脳領域に位置しながら、自身は AR を発現

しないことは、齧歯類と魚類において保存されているようだ。にもかかわらず、魚類だけで

Oxt/it の発現がアンドロゲン/AR 依存的であるのは実に不思議である。魚類は、アンドロゲン

に応答して it の発現を促進する固有の神経回路を発達させたのかもしれない。 

メダカにおいて、NVT の kiss1 発現ニューロンが it 発現ニューロンに密に投射しているこ

とや、it 発現ニューロンが gpr54-2 を発現すること、NVT の kiss1 発現ニューロンの数はオス

の方が多いことが報告されている（Kanda et al., 2008; Kanda et al., 2013; Hasebe et al., 2014）。

ゼブラフィッシュでは、NRL の kiss2 発現ニューロンも it 発現ニューロンが存在する脳領域
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に密に投射していることが報告されている（Servili et al., 2011）。また、メダカの gpr54-2 は

Kiss1 に比べ Kiss2 に対して高い親和性を示す（Kanda et al., 2013）。これらの知見から私は

今回、kiss1 と kiss2 のどちらか、もしくはその両方がアンドロゲンシグナルを it 発現ニューロ

ンへと伝えているのではないかという仮説を立て、その検証を行った。この仮説が正しけれ

ば、キスぺプチンもしくはその受容体の発現が、アンドロゲン投与によって促進されるはずで

ある。解析の結果、kiss1、gpr54-1、gpr54-2 の発現にはアンドロゲンによる効果は認められ

なかったが、kiss2 の発現がアンドロゲン投与によって促進された。したがって、アンドロゲン

によって促進される it の発現は、kiss2 によって仲介されている可能性がある。しかし、今回

の研究では、キスぺプチンと it の関係を直接的に示せたわけではないため、この仮説を証

明するためには、さらなる解析が必要である。 

先行研究によって、メダカの it 発現ニューロンの数には雌雄間で差はないが、脳全体の

発現量は、オスよりメスのほうが高いことが示されている（Kawabata et al., 2012）。今回明らか

となったオス特異的な it 発現の促進機構は、一見、この知見と矛盾するように思える。オス

特異的な促進機構がはたらいているのであれば、発現量はオスの方が高くなるのでは、と考

えるのが自然だからである。この点について、アンドロゲンによるオス特異的な it発現の促進

がもつ生理的意義と絡めて考察してみたい。IT は作用部位に応じて異なる生理的役割を示

す。視索前野で合成された IT は、（1）別の脳領域に運ばれ、行動に作用する、（2）下垂体

前葉に運ばれ、下垂体ホルモンの分泌を制御する、あるいは（3）下垂体後葉に運ばれた後、

全身へと放出され、末梢で作用する、のいずれかの道をたどる（Knobloch and Grinevich, 

2014）。今回、PMp と PPa のニューロンのほとんどが下垂体後葉へ軸索を伸ばしていること

が明らかとなった。この結果から、オス特異的なアンドロゲン応答によって合成された IT ペ

プチドは主に下垂体へと運ばれ、末梢で作用していると考えられる。下垂体を経由して末梢

に向けて分泌される IT ペプチドが、魚類においてどのような役割を担っているのかについて

は、未だにはっきりとした結論が得られていないが、IT のオーソログである OXT が、分娩時

の子宮筋収縮や授乳期の射乳だけでなく、輸精管の収縮や浸透圧調節にも関与することが

報告されており（Antunes-Rodrigues et al., 2004; Clément et al., 2008; Gutkowska et al., 2014）、

IT/OXT は雌雄のどちらにも必要な分子であると考えられる。仮に、アンドロゲンによるオス

特異的な it の促進機構がなければ、下垂体に運ばれる IT ペプチドの量は、メスの方が圧

倒的に多くなるはずである。IT が雌雄のどちらでも同じくらい重要なはたらきをしているとす

れば、このような大きな性差はあまり好ましいことではないだろう。アンドロゲンによるオス特
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異的な it の促進機構は、このような状況を防ぐために存在するのかもしれないと考えられる。

言わば、性差を打ち消すための性差である。 

最近、ゼブラフィッシュにおいて ITがイオン調節において重要なはたらきを示すことが証

明された（Chou et al., 2011）。IT は幹細胞の増殖および分化を刺激して、皮膚や鰓の塩類

細胞の密度を増加させることで、イオン輸送を促進しているようだ（Chou et al., 2011）。イオン

調節は、雌雄で同様に重要なはたらきであり、アンドロゲンによるオス特異的な発現促進は

イオン調節に関与しているのかもしれない。イオン調節の機能は、Oxt とそのオーソログで保

存されているにもかかわらず、OXT と IT がどのようにイオン調節に関与するかは、哺乳類と

魚類の陸生と水生の進化の過程で多様化したように思われる。この多様化は、Oxt と it 発現

の性ステロイドによる制御の違いとも関係しているのかもしれない。さらに、ヨーロッパヘダイ

（Sparus aurata）において、イオン制御関連ホルモンとして知られているコルチゾルが it の発

現を刺激することが報告されているほか、メダカの全身のコルチゾル濃度はオスよりメスで高

いことが知られている（Cadiz et al., 2015; Kikuchi et al., 2015）。したがって、アンドロゲンに

は、コルチゾルによってメスに偏った it の発現を補うはたらきがあるのかもしれない。今後の

研究に期待したい。 
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表 3-1. 第 3 章で用いたプライマー 

名称 標的遺伝子 使用目的 塩基配列（5´–3´） 

ara-F1 ara ISH TTCGAAGCTGGAATGACTCTC 

ara-R1 ara ISH GGGTTCTTGCACAGGAAGAT 

arb-F1 arb ISH ACTCCCCAAGGGCAAAAC 

arb-R1 arb ISH GGTAGACTCCTGGAAACAAATCC 

bACTIN-qPCR-F2 actb qPCR CCCCACCCAAAGTTTAG 

bACTIN-qPCR-R2 actb qPCR CAACGATGGAGGGAAAGACA 

GPR54-1-F6 gpr54-1 qPCR CTTCTGTCCATCCCTGTGGT 

GPR54-1-R6 gpr54-1 qPCR TCGCTGCAGTAAATCTGTGG 

GPR54-2-qPCR-F12 gpr54-2 qPCR ATCTGGACGAGGATGAGGAG 

GPR54-2-qPCR-R12 gpr54-2 qPCR CGAGAAGAACAAAGGGACCA 

it-F1 It ISH ACAGGGACCTCAGAAGTCACAAGG 
it-R1 It ISH TTTATTTCAGCATGCAGATTTCTGGATGAT 

kiss1-qPCR-F7 kiss1 qPCR ATCTGATGGAGGGACTCCAATG 

kiss1-qPCR-R7 kiss1 qPCR TGGCGTTTCTTTATAGCCACAG 

kiss2-qPCR-F10 kiss2 qPCR TGAAGCTCCCTCTGATGTCC 

kiss2-qPCR-R10 kiss2 qPCR CCACCCACATGTCCTTGAC 

名称中の-F はフォワードプライマー、-R はリバースプライマーであることを示す。使用目的の

qPCR は real-time PCR のことを、ISH は in situ hybridization のことを示す。 
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表 3-2. 神経核の略称と正式名称 

略称 正式名称 

aPMp anterior part of parvocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 

aPPp anterior part of posterior parvocellular preoptic nucleus 

pPMp posterior part of parvocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 

PMg gigantocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 

PMm magnocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 

PMp parvocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 

PPa anterior parvocellular preoptic nucleus 

PPp posterior parvocellular preoptic nucleus 
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図 3-1. 精巣除去と性ステロイド投与がオスの脳における it の発現に与える影響 
（A–C）偽手術（Sham）群、精巣除去（CX）群、精巣除去+アンドロゲン投与（CX+KT）群、精

巣除去+エストロゲン投与（CX+E2）群のオスメダカにおける各神経核での it 発現ニューロン

数。横軸は実験群を、縦軸は発現ニューロン数を示す。有意差を* p < 0.05、** p < 0.01 で

示した。（D）精巣除去と性ステロイド投与に有意な効果が認められた神経核（PMp（上段）お

よび PPa（下段））における it の発現を示した代表的な写真。スケールバーは全て 50 μm。各

神経核の正式名称については、表 3-2 を参照のこと。 
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図 3-2. 卵巣除去と性ステロイド投与がメスの脳における it 発現に与える影響 
偽手術（Sham）群、卵巣除去（OVX）群、卵巣除去+アンドロゲン投与（OVX+KT）群、卵巣

除去+エストロゲン投与（OVX+E2）群のメスメダカにおける（A）PMp、（B）PPa、（C）

PMm/PMg/PPp での it 発現ニューロン数。横軸は実験群を、縦軸は発現ニューロン数を示

す。各神経核の正式名称については、表 3-2 を参照のこと。 
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図 3-3. オスの各神経核における it と AR の共発現 

オスの各神経核（上から aPMp、pPMp/PPa、PPa、aPPp/PMm/PMg）における it とアンドロゲ

ン受容体の共発現の有無を示した代表的な写真。左側半分のパネルは ara の写真を、右

側半分のパネルは arb の写真を示す。緑は gal の発現を、マゼンタは ara もしくは arb の発

現を、青は DAPI による核染色を示す。スケールバーは全て 20 μm。各神経核の正式名称

については、表 3-2 を参照のこと。 
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図 3-4. メスの各神経核における it と AR の共発現 
メスの各神経核（上から aPMp、pPMp/PPa、PPa、aPPp/PMm/PMg）における it とアンドロゲン

受容体の共発現の有無を示した代表的な写真。左側半分のパネルは ara の写真を、右側

半分のパネルは arb の解析結果を示す。緑は gal の発現を、マゼンタは ara もしくは arb の

発現を、青は DAPI による核染色を示す。スケールバーは全て 20 μm。各神経核の正式名

称については、表 3-2 を参照のこと。 
 
 
  



26 
 

 

 
図 3-5. オスの脳内におけるキスぺプチンとその受容体の遺伝子発現に対する性ステロイ

ドの影響 

偽手術（Sham）群、精巣除去（CX）群、精巣除去+アンドロゲン投与（CX+KT）群、精巣除去

+エストロゲン投与（CX+E2）群のオスメダカにおける（A）kiss1、（B）kiss2、（C）gpr54-1、（D）

gpr54-2 の全脳レベルでの相対発現量。横軸は実験群を、縦軸は相対発現量を示す。エラ

ーバーは SEM。有意差を** p < 0.01 で示した。 
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図 3-6. it 発現ニューロンの軸索の投射先 
IT ペプチドの免疫組織化学の結果を示した代表的な写真。（A–F）サジタル切片上で it 発

現ニューロンの軸索の投射を示した代表的な写真。（A）から正中線に近い順に並んでおり、

（A）が正中線に最も近く、（F）が正中線から最も遠い。いずれの写真も、左が吻部側で上が

背側。（G、H）コロナル切片上での下垂体の代表的な写真。（G）は吻部側の切片、（H）は尾

部側の切片。細胞体の免疫陽性シグナルを矢印、軸索の免疫陽性シグナルを矢頭、下垂

体を星印で示した。スケールバーは全て 100 μm。各神経核の正式名称については、表 3-2

を参照のこと。 
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第 4 章 性ステロイド受容体の発現の性的可逆性 
 

本章の内容は、学術誌論文に投稿する計画があるため、公表できない。現在は投稿準

備中であり、5 年以内に出版予定である。 
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総合考察 

 

総合考察の内容は、学術誌論文に投稿する計画があるため、公表できない。 
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要旨 

 

要旨の内容は、学術誌論文に投稿する計画があるため、公表できない。 
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