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はじめに

　当研究室では、色々な因子が神経細胞

に及ぼす影響を調べている。現在は特に、

ホルモンが神経細胞の発生・成長過程に

及ぼす影響を中心に調べている。以下、

現在学生が取り組んでいる研究内容につ

いて簡単に紹介する。

研究内容

　【魚の脳の性分化や脳に対するホルモン

の影響に関する研究】

①ＧｎＲＨ３産生ニューロンと生殖行動に

　　対するステロイドホルモンの影響

　生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン

(ＧｎＲＨ:Gonadotropin-Releasing

Ｈｏｒｍｏｎｅ)は、生殖機能の二大要素であ

る生殖腺の発達と性行動の発現をコント

ロールする重要因子である。これまでの

研究により、脊椎動物では、GnRHl,

GnRH2, GnRH3という３種類のGnRH

遺伝子が存在することがわかっており

　(Ｏｋｕｂｏet al;,2007)、このうちGnRH3

は生殖行動の促進を担っていると考えら

れている。我々のこれまでの研究により、

ティラピア脳GnRH3 産生ニューロンの

細胞数及び大きさに有意な雌雄差が認め

られた(雄＞雌)。そこで、GnRH3産生

ニューロンと生殖機能との関わりを明ら

かにする為に､性ホルモンによるGnRH3

産生ニューロン数の変化と生殖行動への

影響を調べた。
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　方法としては、成熟雌ティラピアへ性

ホルモン［］工ＫＴ;魚類特有の男性ホルモ

ン、E2 ;女性ホルモン）を腹腔注射し、

GnRH3産生ニューロンの形態的変化を

免疫蛍光染色により観察した。また、ホ

ルモン投与後２週間、雄型の生殖行動で

ある“巣作り行動”を行うか観察した。

　その結果、成熟メスにｎ-ＫＴを投与す

ることによって、本来は雄のみが行う巣

作り行動を雌に誘起することに成功した。

さらにこの時､GnRH3産生ニューロン数

は、雄と同程度まで増加することがわか

った。今後、GnRH3 産生ニューロンと生

殖行動との直接的な関わりを調べていき

たい。（倉持麻未）

②成熟脳の細胞増殖に及ぼす男性ホル

　　モンの影響

　これまでの我々の研究により、成熟テ

ィラピアのGnRH3 産生ニューロン数に

は雌雄差かおること及び、雌のティラピ

アに11-ＫＴを腹腔内注射することにより

GnRH3産生ニューロン数が増加し､雄型

になる事が明らかになった。

　その原因を調べる一環として、本研究

では、男性ホルモン（11-KT, MT）投与

が雌のティラピア脳の細胞増殖に影響を

及ぼすか調べることにした。方法として

は､成熟雌ティラピアを4％パラホルムア

ルデヒドにより濯流固定後、脳を摘出し

摘出した脳を前額断で連続的に終神経節
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から中脳までの凍結切片（20μｍ）を作

製し､免疫染色を行った。免疫染色には、

１次抗体として抗増殖細胞核抗原

　（ＰＣＮＡ）抗体を、２次抗体としてビオ

チンラペルanti-mouse IgG を用い､DAB

法により発色した。その結果、ティラピ

ア脳の脳周囲及び、脳室にＰＣＮＡ陽性細

胞の存在を確認した。

　また、011群（コントロール）と］士KT

群、ＭＴ群を比較すると視索前野後部、

中脳前部以外の脳室周囲で、男性ホルモ

ン処理（11-ＫＴ、ＭＴ）によってPCNA

陽性細胞が有意に増加することがわかっ

た。

　今後、この脳の各部位で増殖した細胞

が何細胞になるのか、ＰＣＮＡ抗体と各種

抗体を用いた多重免疫組織化学により検

討する。（河西大輔）

③培養GnRHlニューロンに対するホ

　　ルモン及び内分泌撹乱物質の影響

　動物の生殖情報伝達系は「視床下部一脳

下垂体一生殖腺」を中心に機能しているが、

この生殖の中枢制御の鍵を握っているの

が、生殖腺刺激ホルモンを産生・放出調

節する生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン

　（Gonadotropin-Releasing　Hormone;

GnRH）産生ニューロンである。　ヒトや

動物の生殖機能は、性ステロイドホルモ

ンの影響を強く受けて調節されており、

それらの調節の中心的役割を担っている

GnRH 産生ニューロンは、性ステロイド

ホルモンの直接もしくは間接的な影響を

受けていると考えられる。しかしながら、

魚類の脳神経細胞の培養系の確立が不十

分であったこと、及びGnRH産生ニュー

30

ロンを標識して培養することが困難であ

ったため、魚類GnRH産生ニューロンに

対する性ステロイドホルモンの影響の解

析が為されなかった。我々は、GnRHl

　（ＧｎＲＨペプチドの１つ）産生ニューロ

ンをGreen Fluorescent Protein （ＧＦＰ）

遺伝子導入によって蛍光標識した

ＧＦＰ-ＧｎＲＨ１トランスジェニックメダカ

視床下部細胞の初代培養系を確立した。

そしてこの培養系を用いて､GnRHlペプ

チド産生ニューロンに対する性ステロイ

ドホルモンや内分泌撹乱物質の影響につ

いて解析を行っている。現在、性ステロ

イドホルモンとしては17β－エストラジ

オール（E2）、また内分泌撹乱物質として

はビスフェノールＡ（ＢＰＡ）について、

GnRHエニューロンに対する形態的特徴

　（突起の長さや細胞体の大きさ）に対す

る影響を調べている。（田中純）

　【マウスの脳の性分化やCRMP4タンパ

ク質の脳形成への役割に関する研究】

①ＣＲＭＰ４がマウス脳の雌雄差と生殖

　　機能に及ぼす影響

　前腹側脳質周囲核（ＡＶＰＶ）は、雌の

生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン

　（ＧｎＲＨ）の分泌パターン形成に関与す

ると考えられている。これまでの我々の

プロテオミクス解析の結果から、AVPV

の性差形成時期（生後１日）に部位及び

時期特異的に雌雄差かおる蛋白質として

coUapsin response mediator protein-4

　（ＣＲＭＰ４）が同定された。解析の結果、

生後１日でのCRMP4 蛋白質及びmRNA

発現量は雄の方が雌より有意に高かった

が、雌雄差形成後には蛋白質及びmRNA



発現量の雌雄差は消失した。そこで本研

究では、ＣＲＭＰ４ノックアウトマウスを

用いて、CRMP4遺伝子の欠損により出

生率や生殖時期・生殖周期に異常が出現

するか調べた。更に、野生型のＡＶＰＶで

雌雄差が見られる以下の構造について、

野生型マウスとＣＲＭＰ４ノックアウトマ

ウスとを比較検討した。比較した構造は、

ＡＶＰＶ神経核の大きさ及び同核内の全ニ

ューロン数、キスペプチンニューロン数、

ドーパミン作動性ニューロン数である。

　その結果、CRMP4遺伝子の欠損によ

り、出生率が低下することが明らかとな

った。また、ＣＲＭＰ４ノックアウトマウ

スでは、ドーパミン作動欧ニューロンの

細胞数が雌のみで増加し、ノックアウト

マウスでは野生型に比べ、雌雄差が拡大

していた。今回比較したそれ以外の構造

については、ＣＲＭＰ４ノックアウトマウ

スは野生型と同様の雌雄差を示した。こ

の結果から、我々は、雌のＡＶＰＶドーパ

ミン作動性ニューロン数の調節に

CRMP4が重要であることを発見した。

今後、CRMP4遺伝子の欠損による出生

率低下の原因、CRMP4によるドーパミ

ン作動欧ニューロンの細胞数調節メカニ

ズム、CRMP4が他の神経伝達物質に及

ぼす影響などについて調べたいと考えて

いる。（酒匂美幸）

②発生過程マウス脳のCRMP4 mRNA

　　発現変化

　CRMP-4(collapsin response mediator

protein-4)は、神経突起先端の成長円錐を

崩壊させるセマフォリンの応答を媒介す

るタンパクである。我々は性差形成時期
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である生後１日のラット脳のＡＶＰＶ（前腹

側脳室周囲核）では、CRMP4の発現に性

差（♂＞♀）かおり、また性差形成終了

時期である生後６日目では、その性差が

消失するということを明らかにした。本

研究では、我々が発見したＡＶＰＶにおけ

るCMRP4 mRNA の性差を　in situ

hybridization法を用いて形態的に確かめ

ること、および同法を用いて未だ明らか

となっていないCRMP4の脳内における

詳細な発現部位の同定や発現の生後変化

を調べることを目的とした。

　生後１日－8週の雌雄マウスを用い、

深麻酔下で生理食塩水で濯流後4%パラ

ホルムアルデヒドにより濯流固定し、脳

を摘出した。摘出脳より20μｍの凍結切

片を作製した。 In situ hybridization には、

ＤＩＧラベルしたCRMP4 mRNA に相補的

なＲＮＡプローブを用いた。プローブと反

応させた後、anti-DIGアルカリフォスフ

アクーゼ・ラペル抗体と反応させ、その

後ＮＢＴ/ＢＣＩＰを用いて発色させ、

CRMP4 mRNA の発現脳部位を同定した。

　CRMP4 ｍＲＮＡに相補的なＲＮＡプロ

ーブを用いたin situ hybridization法に

より、我々が発見した生後工日における

CRMP4 ｍＲＮＡ発現の性差を切片上で確

認した。さらに、嗅球と大脳皮質では、

生後１日から生後７日目にかけて

CRMP4 mRNA の発現する層が変化する

という新しい知見が得られた。現在、

CRMP4の機能を明らかにする目的で、

ＣＲＭＰ４ノックアウトマウスでの嗅球層

構造形成異常について調べている。（土屋

貴大）
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　【神経細胞の保護に関する研究】

①網膜神経節細胞に及ぼす女性ホルモ

　　ンの神経保護作用

　これまで我々の研究グループ（東洋大

学・金子および聖マリアンナ医科大学眼

科学）は、女性ホルモンの網膜神経節細

胞に対する保護作用を明らかにしてきた。

そこで、本研究ではアポトーシス誘導に

深く関係しているとされる14-3-3zeta蛋

白質に注目し、神経毒である

N-methyトD-asparate （NMDA）による

網膜神経節細胞死の過程およびそれに対

する女性ホルモン（I7β-Estradiol （E2））

の保護作用過程に14-3-3zeta蛋白質が関

与しているか検討した。実験動物として

生後８週のWistar rat（♀）を用い､Sham

群（対照群）、Ｏｖｘ群（卵巣摘出群）、Ovx

十E2群（卵巣摘出十E2移植群）の３群

を作製した。これらのWistar rat を２週

間後、右眼にコントロールとしてO.IM

リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）、左眼に

lOmM NMDA を注入し、24時間および６

時間後に眼球を摘出し、蛋白抽出、RNA

抽出および血液採取を行った。 Western

blot解析法およびReal-time ＰＣＲ解析法

を用いて、14-3-3zeta蛋白質、

p-1か3-3zeta蛋白質および14-3-3zeta

ｍＲＮＡの発現を調べたところ、NMDA

注入後の14-3-3zeta蛋白質発現、

p-14-3-3zeta蛋白質発現および

14-3-3zeta ｍＲＮＡ発現に郡間で差が認め

られ、ＮＭＤＡによる網膜神経節細胞の細

胞死、およびE2による神経保護効果にリ

ン酸化14-3-3zeta蛋白質が関与すること

が示唆された。（小関夏子）

②マウス海馬神経培養細胞株における

　　女性ホルモンの神経保護効果

　過去の研究報告では、虚血や神経毒に

よる神経細胞死に対する女性ホルモン

　（estradiol（E2））の神経保護効果が報告

されている。しかしE2の神経保護効果

の詳しいメカニズムには未だ不明な点が

存在する。これまでに、マウス海馬神経

培養細胞株であるHT-22 cell を用い、

glutamate毒性に対するE2の神経保護

効果を調べた研究報告が幾つか存在する

が、HT-22 cellへのE2の作用機序に関し

て矛盾する報告が多く、統一的な見解が

未だ得られていない。

　そこで、本研究では、HT-22 細胞を用

いて､glutamate訃既に対するE2の神経

保護効果の作用機序を検証することを目

的としまず、glutamateのHT-22細胞

に対する影響およびglutamateに対する

E2の神経保護効果について検討した。さ

らに、E2の神経保護効果のメカニズムの

解明として、Estrogen receptor （ＥＲ）の

発現、E2-BSAの神経保護効果、ER措

抗薬（ICI182,780）の作用について検討

した。

　その結果、glutamateによる神経細胞

死およびglutamate毒性に対するE2の

神経保護効果については、glutamateは

2.5mMから有意に神経細胞死を起こし、

高濃度（10μＭ）のE2添加によって、

glutamate単独処理と比較して有意に細

胞生存率が回復することが分かった。次

にERの発現を調べたところ、ERa、ER

β、GPR30の３種類のERのうち、ER

aとＧＰＲ３０のｍＲＮＡの発現がHT-22

細胞に認められた。また、glutamate毒



性に対するE2-BSAの神経保護効果を検

討したところ、E2-BSAによる神経保護

効果が認められなかった。さらに、ER措

抗薬（ICI182,780）を用いてERの関与

を調べたところ、ICI182,780によるE2

の神経保護効果の阻害が認められなかっ

た。

　以上の結果から、HT-22細胞には、ER

ａと　ＧＰＲ３０が発現しているが、

glutamate 奔注に対するE2による神経

保護の作用はERを介するものでないと

判断された。（荻野友佑）

　【マイクロチップを用いた細胞応答観測

システムの構築】

マイクロチップを用いた細胞培養の確立

　近年、マイクロチップを用いた細胞培

養の開発が進んでいる。マイクロチップ

を用いた細胞培養のメリットとしては、

①例えば生検のために摘出した癌細胞

などのように、少数しか得る事が出来な

い細胞についての分析や薬剤テスト（抗

癌剤など）を可能にする、②流路内は極

少量な空間しがないため、測定時間を大

幅に短縮できる、③試薬・廃液の削減、

などが挙げられる。これらのメリットを

活かし将来的に医療用検査システムと

しての利用が期待されている。　しかし、

マイクロチップを用いた細胞培養は未だ

開発段階である。本研究ではマイクロ科

学技研株式会社協力の下、PC12 （ラット

副腎髄質由来）細胞を用いてマイクロチ

ップ培養法の確立に取り組んだ。

　使用しているマイクロチップ内には幅

200μｍ、深さ100μｍの溝かおり、この

流路内で培養や分析を行うことができる。

研究室紹介

DMEM培地（FBS10%, penicillinおよ

びstreptemycin添加）中で37で、5％Ｃ０２

の条件下で培養したPC12細胞を消化酵

素（パパイン）を用いて培養フラスコか

ら剥がし、セルマトリックスIVなどの基

質で予めコートしたチップ内に100μＬ

のシリンジで細胞を導入した。一定の静

置時間後培養液を流し、細胞の定着を観

察した。本研究では、細胞を定着させる

ための基質濃度平静置時間などについて

検討を行った。（肥後孝幸）
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　【2010年度　学生学会発表】

1.小関夏子他　「網膜神経節細胞に及

　　ぼすエストロゲンの神経保護作用」

　　第81回日本動物学会　口頭発表

2.荻野友佑他　「マウス海馬神経培養

　　細胞株におけるエストロゲンの神経

　　保護効果」第81回日本動物学会　口

　　頭発表

3.岩倉聖他　「ラット視床下部におけ

　　る性差発現蛋白質CRMP4の性差形

　　成への関与」第81回日本動物学会

　　口頭発表

4.酒匂美幸他　「CRMP4がマウス脳

　　の雌雄差形成に及ぼす影響」第81回

　　日本動物学会　口頭発表

5.土屋貴大他　「発生過程マウス脳の

　　ＣＲＭＰ４ｍＲＮＡ発現変化」第81回日

　　本動物学会　口頭発表

6.倉持麻美　他　「ティラピア脳

　　GNRH3産生ニューロンと生殖行動

　　に対するステロイドホルモンの影響」

　　第81回日本動物学会　口頭発表

7.河西大輔他　「成熟ティラピア脳の

　　細胞増殖に及ぼすアンドロゲンの影

　　響」　第81回日本動物学会　口頭発

　　表

この他、神経発生研究会、「成体脳のニュ

ーロン新生懇談会」、「バイオナノ国際シ

ンポジウム」でも学生が多数ポスター発

表を行った。
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