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要旨

ステロイドホルモンは主に末梢内分泌腺(副腎、性腺など)において合成され、血流を通じ

て標的器官に作用する。ステロイドの重要な標的器官の 1っとして脳があり、その機能に様々

な影響を与える。性ステロイドホルモンは胎仔、新生仔のオス哨乳類の脳に作用し、脳を不可

逆的に男性化する。また成熟後の脳に対しても女性ホルモンの一種で、あるエストラジオールは

スパイン形成、軸索の伸張などを誘導し、神経保護効果もある。

一方、成熟ラットの脳内にしてつかのステロイドホルモンが血中よりも高い濃度で、存在し、末

梢内分泌腺を除去しても脳内濃度は減少しなし、ことが、 1981年に Corpechotらによって見

出された。その後、脳内で、のステロイドホルモン合成酵素の存在も確認され、脳はステロイド合

成器官であることが明らかになった。脳で合成されるステロイドは末梢内分泌腺で合成される

ステロイド、ホルモンと区別して、ニューロステロイドと命名された。ニューロステロイドはさまざま

な生理作用をもつので、その生合成は何らかの調節を受けていると推定される。しかしその調

節機構はほとんど分かっていない。

ニューロステロイド合成の盛んな脳内部位に海馬がある。海馬で、はニューロステロイド、として

エストラジオールを合成していることが明らかになり、その作用が注目されている。海馬で合成

されるエストラジオーノレは神経新生、スパイン形成などの現象と密接に関わり、記憶や学習な

どの脳の高次機能に影響を与える。海馬のエストラジオール合成の調節機構についてはほと

んど未解明である。

本研究は海馬のエストラジオール合成の調節機構を解明するために、まずラット海馬のスラ

イスを用い、環境汚染物質やビタミンA誘導体などを作用させてエストラジオール合成に対す

る影響を解析し、活性化の分子機構を検討した。続いてラツトを異なる条件で

境が海馬エストラジオ一ル合成に与える影響を解析した。

-有機スズによる海馬スライスのエストラジオーノレ合成の撹乱

まず、ニューロステロイド、に影響を与える外来物質の候補として、有機スズ化合物を作用さ

せた。トリブ?チルスズ、やジブチノレスズはウシ副腎皮質のステロイドホルモン合成を強く阻害する

ことが知られている。また、トリブチルスズは脂溶性で、あるため脳内に蓄積しやすく、野生動物

の脳から高濃度で検出されていて、実際に脳機能に影響を及ぼしている可能性がある。そこ

で海馬エストラジオール合成に対するトリブチルスズ、およびジブチルスズの影響を解析した。

実験には denovoのエストラジオール合成を解析するために、海馬スライス培養を用いた。

海馬エストラジオール合成酵素の発現量は極めて少ないため，その活性を定量することは困

難である。そこでまず検出感度の高いreal-timeRT-PCRにより海馬エストラジオール合成系

酵素 mRNAを定量し、その変動を解析した。その後、スライスと培地中のエストラジオールを

RIAで定量し、実際の合成量変化を解析した。

実験に用いた 10日齢オスラットの海，馬スライスのエストラジオール合成は培養時間と共に

減少する。よって本実験で、は培養2・3日目のスライスを用いて解析を行った。スライスに0.01
-1μMのトリブチルスズを48時間作用させたところ、毒性濃度以下の 0.1μMトリブチルスズ

により P450(17α)、P450aromのmRNA量が約 2倍に増加した。他のステロイド合成酵素の

mRNA量は変化しなかった。この条件で、処理したスライスのエストラジオール合成活性は約 2
倍に充進していた。トリブチルスズは毒物であり、副腎で、はステロイド、ホルモン合成を阻害する。

しかしこの毒物が細胞毒性のみられる 1/ 10の濃度で、海馬のエストラジオール合成を活性化

したことは意外で、あった。一方ジブチルスズは、細胞毒性のみられない 0.1μMの濃度で

P450aromの mRNA量のみを約 2倍に増加させたが、海馬のエストラジオール量には影響

しなかった。トリブチルスズ、は高いアフイニティーで、retinoidX receptor (RXR)に結合すること
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が知られている。そこで、次に RXRのリガンドであるレチノイン酸の影響を調べた。

-海馬スライスのエストラジオール合成に対するレチノイン酸の影響

レチノイン酸はビタミンA誘導体であり、いくつかの立体異性体が存在する。 all-trans-レチ

ノイン酸は retinoicacid receptor (RAR)に結合し、 9-cis-レチノイン酸は RARとRXRに結

合して生理作用を発揮する。ここではレチノイン酸が海馬エストラジオール合成に与える影響

を解析した。

ラット海馬のスライスに 0.01-10μMの9-cis-または all-trans-レチノイン酸を 48時間作

用させた。 real-timeRT-PCRにより海馬エストラジオール合成系酵素のmRNAを定量したと

ころ、 9-cis-レチノイン酸を作用させた場合にはP450(17α)とP450arommRNA量が増加し

た。特に P450(17α)mRNAは 9・cis-レチノイン酸に感受性が高く、 1μMレチノイン酸処理

により、 4倍近くまで増加した。その他のエストラジオール合成系酵素 mRNA量は変化し

なかった。 all-trans-レチノイン酸による mRNA量変化は観察されなかった。次に

P450(17α)タンパク質をウエスタンブロッティングにより定量したところ、 1μM9・cis-
レチノイン酸処理により1.7倍に増加していた。スライスと培地中のエストラジオール、

テストステロンをそれぞ、れRIA，EIAで定量したところ9-ci云レチノイン酸によってテストス

テロン，エストラジオーノレ合成が 2-3倍に増加していた。エストラジオーノレは RIAに

加えて LC-MS川t:ISによっても定量を行い、その変動を確認した。

本実験では海馬スライスによるエストラジオール合成が 9-ci汝レチノイン酸で活性化

されることを示した。そしてその活性化機構は P450(17α)の転写の活性化によって

P450(17α)タンパク質量が増加したためであると示唆された。転写の活性化は

all-trans-レチノイン酸では観察されなかったので、この効果は 9-cis-レチノイン酸のみ

が結合する RXRを介したものであろう。この実験は 10日齢ラットの海馬スライスを

用いて行ったが、 RXRやステロイド合成酵素の mRNAは成体ラットの海馬にも同程度

存在する。よって RXRを介したエストラジオール合成の活性化機構は成体の海馬で、も

機能している可能性が高い。

-海馬エストラジオール合成系に対する甲状腺ホルモン、 cAMP、グ、ノレココルチコイドの影

響

甲状腺ホルモンは、性ステロイドやレチノイドと同様、脳の発達に必須のホルモンで

ある。幼齢期に甲状腺ホルモンが欠乏すると樹状突起の形態に異常が観察されたり、神

経突起の伸張が阻害される。また、成熟後の脳に対しても神経新生に影響を与える。そ

こで、活性型甲状腺ホノレモンであるトリヨードチロニン(0.001-1μM)を海馬スライス

に 48時間作用させた。生理的なトリヨードチロニン血中濃度範囲 (0.001-0.01μM)

で、は海馬エストラジオール合成系酵素の mRNA量は変化せず、 1μMで P450arom

mRNAが減少した。

cAMPは末梢内分泌腺におけるステロイドホルモン合成活性化時の主要なセカンド

メッセンジャーである。海馬スライスlこc品rIP誘導体(ジブチリル cAMP)を作用させ

たところ、 3s-HSD、P450arommRNA量が約 2倍に増加し、 P450(17α)mRNAは最

大で 15倍に増加した。これは、ニューロン内の cAMP濃度を増加させる刺激が、ニュ

ーロステロイド合成を活性化する可能性を示唆している。

コルチコステロンは神経細胞死を引き起こしたり、アポトーシスを誘導するグルココ

ルチコイドである。海馬スライスに 0.1-5μMのコルチコステロンを作用させたとこ

ろ、 3-5μMのコルチコステロンにより P450(17α)mRNA量が約 5倍に増加した。コ

ルチコステロンにより海馬エストラジオール合成が充進される可能性が示唆された。
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-海馬エストラジオール合成に対する社会的孤独環境の影響

他個体との接触がない社会的孤独環境で幼少期から飼育されたラットは、脳に様々

な影響が現れる。最近、社会的孤独環境で飼育されたラットの海馬で、ニューロステロ

イド合成酵素である 5α-reductaseや 3α-HSDの mRNA量が減少することが報告さ

れた。そこで、ラットを社会的孤独環境で、飼育し、海馬エストラジオール合成に対する影響を

解析した。実験では 1ケージにつき 1匹で飼育する社会的孤独環境群と 2匹ずつ飼育する

2匹飼育群に分け、 28日齢から 2ヶ月間飼育した。飼育後、各ラットから海馬を摘出し、エス

トラジオール合成系酵素 mRNA量の変動を real-timeRT-PCRで解析し、海馬エストラジ

オーノレをEIAで定量した。社会的孤独環境は StAR、P450(17α)のmRNA量を約2倍に、

P450arom mRNA量を 8倍に増加させた。またこのとき海馬のエストラジオール量も

約1.5倍に増加していた。さらに，本実験では各個体のエストラジオール合成系酵素

mRNA量とエストラジオール量との相関を解析した。その結果、エストラジオール量

とStAR、P450arommRNA量との間に有意な相闘がみられた。よって社会的孤独環

境が denovoの海馬エストラジオール合成を充進させることが示唆された。

-まとめ

本研究では invitro、泊四'voの実験系を用いてラット海馬エストラジオール合成調節の分

子機構について解析した。得られた主な知見は以下のとおりである。

1.スライス培養という単純化した系により、 P450(17α)という新たなエストラジオール合成の

調節部位を見出した。

2.その P450(17α)の転写が、 9-cis-レチノイン酸やトリブチルスズといった RXRアゴニストに

よって活性化されること、また、コルチコステロンやジブチリルcAMPによっても活性化されるこ

とを見出した。

3.ラットを社会的孤独環境で、飼育することにより、海馬エストラジオール合成が活性化されると

いう新たな知見を得た。これは泊四'voで海馬エストラジオール合成を変動させた初めての実

験であると思われる。さらに、ニューロステロイド、研究におけるラットの飼育環境の重要性も明ら

かにした。

脳で、のニューロステロイド合成は未知の部分が非常に多い。本研究により海馬エストラジオ

ール合成の新たな調節部位とその調節因子を明らかにすることができ、また飼育環境による

影響も見出した。この成果はニューロステロイド合成調節の分子機構の全容解明に多少なりと

も貢献するであろう。
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第 1章

序論
本章ではまず、この論文の主要テーマで、あるステロイドホルモンの生合成調節機構につい

て詳しく述べ、その後にステロイドホルモンの生理作用について記述する。後半では、脳で合

成されるステロイド(ニューロステロイド)について概説する。その中でも脳内で非常に重要な

役割を担うエストラジオーノレの生理作用について概観し、本研究の目的を述べる。

1-1.ステロイドホルモンの生合成

ステロイド、ホノレモンは内的要因及び外部からの刺激などの外的要因に対応して主に副腎皮

質・性腺など末梢内分泌腺から分泌され、血流により標的器官に達した後、様々な生理作用

を発現する。ステロイドホルモンはその生理作用と構造からアンドロゲ、ン(男性ホルモン)、エス

トロゲン(女性ホルモン)、プロゲ、ステロン、グルココルチコイド(糖質コルチコイド)、ミネラルコ

ルチコイド(鉱質コルチコイド)に分類される。性腺からはアンドロゲン、エストロゲン、プロゲ、ス

テロンが、副腎皮質からはグルココルチコイド、ミネラルコルチコイド、アンドロゲンが主に分泌

される。

ホノレモン合成の第一段階は細胞内の遊離コレステロールがステロイド産生急性調節

タンパク質 (steroidogenicacute regulatory protein: StAR)や末梢型ベンゾジアゼピ

ン受容体 (peripheral-typebenzodiazepine receptor: PBR)などを介してミトコンドリ

ア内膜に運ばれることである [1，2]。ステロイドホノレモンはミトコンドリア内膜に達し

たコレステロールを様々な酵素が代謝することで合成される。 Fig.1・1にステロイドホ

ルモン合成経路を示す。これらの酵素はチドクロム P450と水酸化ステロイド脱水素酵

素 (hydroxysteroiddehydrogenase: HSD)、 還元酵素 (reductase)に分類される。

コレステロールはミトコンドリアに局在するコレステロール側鎖切断酵素 (CYPnA1，
P450 cholesterol side-chain cleavage enzyme: P450scc)が触媒する酵素反応の結果、

プレグネノロンへと変換され [3]、その後、小胞体に存在する数種類の酵素により代謝

される。 3s-hydroxysteroid dehydrogenasel L¥5-L¥4 -isomerase (3s-HSD)はプレグネノロ

ンをフ。ロゲステロンへと変換する酵素活性を持つ [4]。チトクロムP450

17α-hydroxylasel c17，20・lyase(CYP17， P450(17α)は2段階の酵素反応を触媒する [5，

6]。最初の段階はプレグネノロンとプロゲステロンを基質とし、 17αーヒドロキシプレグ

ネノロン、 17αーヒドロキシプロゲステロンを合成する水酸化反応である (Fig.1・1)。次

に、これらのステロイドはP450(17α)のリアーゼ活性によりそれぞれデヒドロエピアン

ドロステロン (DHEA)とアンドロステンジオンへと変換される。 3s-HSDは17α・ヒドロ

キシプレグネノロンとDHEAをそれぞれ17α・ヒドロキシプロゲステロン、アンドロステ

ンジオンへと変換する活性も持つ。精巣のライディヒ細胞では、アンドロステンジオン

カが5江17可s-水酸化ステロイド脱水素酵素(仕17可7市s-hy刊r吐drox勾ys坑te白ro凶iddehydrogenase: 17可p
t句yp戸e3 (札17s-HSD-3ω)の作用で強力なアンドロゲゲ、ンでで、あるテストステロンへと変換され、

これが主に分泌泌、される [7]廿]。卵巣でで、はさらにチトクロムP450arom(ωCYP1印9，P450arom) 

も作用し、性周期に応じて女性ホルモンで、あるエストロゲン(エストラジオール、エス

トロン)が合成される [8，9]。また、アンドロステンジオンからP450aromlこよりエスト

ロンが合成され、 17s-HSDtype1 (17s-HSD-1)によりエストラジオールが合成される経

路もある [10]。エストロゲン合成は主に卵胞、黄体で盛んに行われている [8，9]。プロ

ゲステロンも女性ホノレモンであり、 P450sccと3s-HSDの作用によってやはり性周期に

応じて分泌される。プロゲステロンは主に黄体から分泌される [4]。
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副腎皮質では 3s-HSDにより合成されたプロゲステロンは小胞体のチトクロム

P450c21 (P450c21)やミトコンドリアの酵素のチトクロム P45011s(P45011s)によっ

て代謝され、グテルココルチコイドのコルチコステロンやミネラルコルチコイド、のアルド

ステロンへと変換される [4]。ラットのようなげっ歯類の副腎には P450(17α)がないた

め、これらが主な副腎皮質ホルモンである。ヒトなどでは、副腎皮質にも P450(17α)

が存在し、プレグネノロンは DHEAに、プロゲステロンは 17α・ヒドロキシプロゲステ

ロンやアンドロステンジオンへと代謝される。そのうち 17α-ヒドロキシプロゲステロ

ンは P450c21、P45011sにより強力なグ?ルココルチコイドで、あるコノレチゾルへと変換され

る。副腎性アンドロゲンは、アンドロステンジオンと DHEAであるが、ヒトでは DHEA

が大量に分泌され、女性の血中アンドロゲンは大部分が副腎皮質から分泌された

DHEAである。よってヒト副腎では P450(17α)のリアーゼ反応の有無がグルココルチ

コイド(コルチゾノレ)とアンドロゲン (DHEA、アンドロステンジオン)合成の分岐点と

なる。

Cholesterol 

S附 PBR↓
P450scc↓ P州仇 P45叩 α}

Pregnenolone園田吟砂 17α・hydroxy- 圃圃申砂 Dehydroepiandrosterone (DHEA) 
pregnenolone 

3s-HSD! ~.r_.._' ! ~.r__._ ， J，3s-HSD 
V P450(17αT P 450(17αT  

P450a 
Progesterone 圃園田~17α-hydroxy- 園田園砂 Androstenedione ー圃令 Estrone 

↓叩凶
↓附叩

progesterone • .. 

ゆ HSD斗?ゅHSD・2 17s-HSD斗?ゅ脚4

4附 OC21

4阿川

Aldosterone Cortisol 

Testosterone ー圃令 Estradiol 

5α・reductaseI 
v 

P450arom 

Dihydrotestosterone 

Fig.1・1Pathway of steroidogenesis 
Arrow indicates the specific step mediated by each enzymes and protein. 
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1-2.ステロイドホルモン生合成の調節機構

ステロイドホルモンは、全身の標的器官において様々な生理作用を発現するので、欠乏し

ても過剰で、あっても全身の機能に重篤な障害が生じる。そのため、その生合成は精微に調節

されている [4]。

精巣ライディヒ細胞では、最も強力なアンドロゲンであるテストステロンが合成され

る。テストステロンの生合成は、下垂体から分泌される黄体形成ホルモン(luteinizing

hormone; LH)や漉胞刺激ホノレモン (folliclestimulating hormone; FSH)によって調節さ

れている [11]。また、精巣のテストステロン合成は、ビタミン Aが不足すると低下し、ビタミン

A誘導体であるレチノイン酸で活性化される [12]。

女性ホルモンの一種であるエストロゲンはエストラジオール、エストロンで代表され

るが、卵巣におけるこれらの生合成はアンドロゲンと同様、 LHや FSHで調節されて

いる [13]。また、レチノイン酸でも影響される [14，15]。女性ホルモンの一種である

プロゲステロンは主に卵巣の黄体で合成されるので、性周期のうち、黄体の活性の高い

時期に分泌されることが知られている。

副腎皮質ホルモンのうち、グルココルチコイド、のコルチゾルやコルチコステロンの生合

成は副腎皮質刺激ホルモン (adrenocorticotropichormone: ACTH)により調節される

[16]。
これら性ホルモンやグ、ルココルチコイドの生合成は、視床下部ー下垂体一生殖腺系ま

たは視床下部ー下垂体一副腎皮質系の活動を介して脳の支配下にある [17，18]。
視床下部にはアンドロゲンレセプターが存在し、血中テストステロン濃度が高すぎると視床

下部からの性腺刺激ホルモン放出ホルモン (gonadotropin-releasinghormone: GnRH)の

分泌が低下して下垂体からのLH、FSH分泌が減少し、精巣で、のステロイド、ホルモン合成を低

下させて血中アンドロゲン濃度を適値に保つ [19]。グ、ルココルチコイドも同様に、視床下部の

グルココルチコイドレセプターを介して、副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモンの下垂体に対す

る分泌を抑制して血中 ACTH濃度を低下させる不ガティブフィードバック制御系が機能し、血

中濃度を適正に維持している [20]。

女性では、脳内の性周期に連動して視床下部 GnRHの分泌が変動し、さらに視床下部の

エストロゲ、ンレセフ。ターを介したポジティブ?フィードパックとネガティブフィードパックの複雑な組

み合わせで、血中エストラジオール濃度が周期的に変動し、排卵や月経、黄体の形成が周期

的に起こる [21]。

副腎皮質が分泌する強力なミネラルコルチコイド、で、あるアルドステロンの生合成は、腎

臓の血流減少に伴うレニンーアンギオテンシン系の活性により充進する [22]。

精巣、卵巣や副腎皮質ではこれらの刺激ホノレモンやアンギオテンシンの作用により、

細胞内でセカンドメッセンジャーである環状AMP(cyclic AMP: cAMP)や Ca2+、エイ

コサノイドの濃度が高まり、ステロイドホルモン合成が活性化される [23，24]。その活

性化機序には、短期効果と長期効果がある。

短期効果とは、刺激後数分以内に起こるステロイドホルモン生合成の活性化であり、

その実態は StARタンパク質の活性化である [25]。性腺や副腎皮質が刺激されると、

直ちに StARタンパク質のリン酸化、翻訳の活性化、転写の活性化が起こり、細胞内の

遊離コレステロールが PBRなどを介してミトコンドリア内膜に運ばれる (Fig.1・1)[1， 

26]。このホルモン合成の最初のステップが、これらの臓器におけるステロイド合成の

律速段階をなす [27]。ミトコンドリア内膜に達したコレステロールは、大量に存在す

る様々な酵素によって直ちに代謝され、ステロイドホルモンへと変換される。この活性

化は、刺激を除くと数分以内に終了する、一過性のものである。なお、胎盤には StAR
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タンパク質が存在しないが大量のエストラジオールを合成するので、 StARタンパク質

はすべてのステロイドホルモン合成に必須ではないようである [28]。

長期効果は、細胞を長期間刺激すると、刺激後十数時間後に生じるステロイドホルモ

ン生合成酵素の転写の活性化である。細胞内の cAMPや Ca2+濃度が増加すると、

Adrena14 binding protein I steroidogenic factor-1 (Ad4BP I SF-l)という転写因子の活

性化により、多くのステロイドホルモン生合成酵素の転写が同時に促進される [29]。

mRNA量の増加に伴い、酵素タンパク質量、酵素活性が増大し、ステロイドホルモン

の合成量が増加する [30，31]。転写の活性化は刺激後 3-24時間後に始まり、通常の転

写活性化よりかなり遅い。
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1-3.ステロイドホルモンの生理作用

末梢内分泌腺で、合成されたステロイド、ホルモンには様々な生理活性がある。アンドロゲン

は男性ホルモンの総称で、代表的なものとしてテストステロンがある。このホルモンは

前立腺の発達や機能、精子形成に深く関わる [32]。また、胎児期、乳児期の性分化で

も重要である [33，34]。女性ホルモンの一種であるエストロゲンの代表的なものにはエ

ストラジオール、エストロンがある。これらのステロイドは女性の生殖機能や性周期、

乳腺の発達・維持に関わることが知られている。近年、エストラジオールが生殖機能以

外にも重要な役割を担っていることが報告されている。例えば、心臓疾患の発症とエス

トラジオールは密接に関わっている [35]。女性ホルモンの一種であるプロゲステロン

は子宮や卵巣において、卵母細胞の放出や着床の促進に関わり、妊娠を持続させるのに

欠かせないステロイドホルモンである [36]。またプロゲステロンの広く知られる作用

として基礎体温の上昇が挙げられる。副腎皮質ホルモンのうち、ヒトで最も活性の高いグ

ルココルチコイドはコルチゾルで、ある。副腎から放出されたコルチゾルは血中グルコース

濃度を上昇させ、全身の糖代謝を充進させる [37，38]。また、コルチゾルはストレスに

より身体の受けるダメージを緩和する作用がありストレスステロイドとしても知られ

ている。ミネラルコルチコイドで、重要なのはアノレドステロンである。アルドステロンは血

中のナトリウムイオンとカリウムイオンのバランスを制御し、その濃度が高まると体液

量と血圧が上昇する [22]。

これらのステロイドホルモンは、受容体に結合してその生理作用を発現する。ステロイドホル

モンレセプターにはアンドロゲンレセプター、エストロゲンレセプター (ER)、プロゲ、ステロンレ

セプタ一、グソレココルチコイドレセプター (GR)、ミネラルコルチコイド、レセプターがある。ステロ

イドホルモンレセプターは核内レセプターに分類され、各々の構造は類似性が高い [39]。レ

セプターに結合したステロイド、ホルモンは、多くの場合、遺伝子発現を調節する (genomic

action)。しかし、最近では、遺伝子発現に影響を与えず作用を発揮する non-genomic 

actionも多く報告されている [40]。ここではよく研究されているエストラジオールを例にとり、ス

テロイドホルモンの genomicactionとnon-genomicactionについて概観する (Fig.1-2)。

エストラジオールが作用するには次のようなステップを経る [39]。ステップρ 1)エストラジオ

ールが細胞膜を通過して核内に入り、 ERと結合する。 ERにはα、pの2つの isoformが知ら

れている。ステップ。 2)エストラジオーノレ-ER複合体が形成される。ステップ 3)活性化された

ERは二量体を形成し、エストロゲ、ン応答配列 (estrogenresponse element; ERE)とよばれ

る特定の DNA配列を認識し、結合する。通常、 EREは特定の遺伝子の上流にある。ステッ

プ4)ERは転写因子として特定の遺伝子の転写を調節し、その結果そのタンパク質量が変化

する。このように、エストラジオールが作用するには遺伝子発現が関わるため、効果が現れるま

でに数時間一数日聞かかる (genomicaction)。しかし、 non-genomicactionは数秒一数分

でその効果が現れる。例えば、エストラジオールは細胞内カノレシウム濃度を数秒で、変化させる

[41]。また数分で、細胞増殖などに関わる MAPキナーゼ (mitogen-activatedprotein 

kinase: MAPK)の活性調節や [42]、アポトーシスとの関わりがある PI3キナーゼ

(phosphoinositide 3-kinase: PI3K)や転写因子である cAMP応答配列結合蛋白

(cAMP-response element binding protien: CREB)の活性にも影響を及ぼす (Fig.1-2) 

[43， 44]。このような早い反応は ERが直接、各タンパク質と相互作用することで、行われている

と考えられている [45]。また、エストラジオールにウシ血清アルブ、ミンを結合させ、細胞内に入

ることを不可能にしたエストラジオールでもこれらの効果が観察されるため、細胞膜表面にステ

ロイドと反応するタンパク質が存在することも示唆されており，実際に、エストラジオールの

non-genomlcな作用は膜に存在する ERが仲介するとしち報告もある [46]。このようにステロ
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イドホルモンは各々のレセプターを介して遅い反応だけでなく早い反応も誘導する。アノレド、ス

テロンやグ、ルココルチコイドで、も同様の報告があり、 non-genomlCな作用を持っと推定されて

いる [47，48]。

a) 
estradiol 

門
U門

U

Nucleus 

閉山nscription

魁主主謀議託手掛週 | 

ERE 

ERαor ERs 

estradiol 

b) 

門
U門

U l!Jl!J 乏で4~ I MAPK I 
I PI3K I 

ERαorERs 

Nucleus 

Gene transcription 

圃圃砂

l 可 z

Response elements 

Fig.1・2 Action mechanism of estradiol 
a) The classical mode of action of estrogen receptors (ERs) involves binding of the ligand to the 
cytoplasmic receptor， translocation to the nucleus and binding to estrogen response elements 
(EREs) in gene promoters， ultimately leading to the induction of gene transcription. b) In addition 
to this genomic mode of action， ERs might interact directly with various intracellular signalling 
pathways， including the CREB， MAPK and PI3K pathways， thereby affecting indirectly the 
transcription of several other target genes. 
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1・4.ステロイドホルモンの脳に対する影響

ステロイドホルモンは脂溶性であるため、血液一脳関門を容易に通過し脳に作用する。

また、脳内にはステロイドホノレモンレセブρターが多く発現しており、ステロイドホルモンは脳に

様々な影響を及ぼす [49]。ι例えば、前頭皮質の神経細胞は過度のストレスにより副腎か

ら放出される大量のコルチゾ、ルにより、その体積は減少する [50]。同様に、コルチコ

ステロンをラットに投与すると、海馬神経細胞の退縮が観察され、海馬の体積は減少す

る [51]。

性ホルモンの脳への影響も広く研究されている。その効果は、胎児、新生児期の脳の

性分化、発達に作用する効果と、成熟後の脳の機能の維持、記憶や学習などの高次機能

の促進に関与する効果に大別される。

胎児期、新生児期のいわゆる周産期には、男児や日甫乳類のオスでは精巣からテストス¥

テロンが分泌され、それが生殖器と脳の雄性化を引き起こす。生殖器にはテストステロ

ンが直接作用するが [34]、げっ歯類ではテストステロンが脳内の P450aromによって

エストロゲンに変換され、そのエストロゲンが脳の雄性化を引き起こす [52]。脳には

その重量、視床下部性的二型核、青班核に解剖学的な性差があり、これは周産期の高感

受性期に性ステロイドの作用で不可逆的に生じて一生変化しない [53]。女性や晴乳類

のメスにのみ見られる性周期、成熟後の生殖行動の雌雄差もこの時期に確定する [53]。

一方、成熟後の脳に対するエストラジオールの影響力も非常に高い [54]。例えば、

エストラジオールを培養神経細胞に作用させると、脳由来神経栄養因子 (brain-derived 

neurotrophic factor: BDNF)とし、った記憶・学習機能に関わると考えられるタンパク質

の発現が誘導される [55]。海馬培養神経細胞を用いた実験では、エストラジオールが

γアミノ酪酸 (γaminobutyricacid: GABA)の合成を減少させ、細胞の興奮性を増加さ

せることで、スパイン形成を調節することが明らかになっている [56]。また、エストラ

ジオールがアルツハイマー病の予防に深く関連していることが明らかとなり [57]、そ

の神経保護作用が注目されている。 Chowenらは培養神経細胞を用いた実験で、血清飢

餓による細胞死がエストラジオールにより減少することを報告している [58]。同様に

酸化的ストレスやカイニン酸、興奮毒性などの有害な刺激による神経細胞死をエストラ

ジオールは防ぐ [59，60]。
従来これらのステロイドホルモンは末梢内分泌腺で合成され、血流によって脳に到達

し作用すると考えられていた。しかし近年、脳はステロイド、ホルモンの標的となるだけ

でなく、脳自体がステロイドホルモンを合成することが明らかlこなってきた [61]。
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1-5.ニューロステロイド

Corpechotらは、成体ラットの脳内でステロイドホルモンの一種である DHEAが、

立中よりも高い濃度で存在することを見出し、さらに、副腎摘出後も DHEAの血中濃

度は下がるが、脳内濃度は変化しないことを発見した [62]。プレグネノロン、プロゲ

ステロンについても同様の発見があった [63]。このことから彼等は末梢とは別に脳内

で独自にこれらのステロイドが合成されるのではないかという仮説を提唱した [62]。

また脳内で合成されるステロイドを末梢内分泌腺が合成する従来の“古典的"ステロイ

ドと区別して、ニューロステロイドと命名した。しかし、脳内のステロイド合成の証明

は非常に難航し、新生仔脳から初代培養したグリア細胞や神経細胞で、のニューロステロ

イドの合成は 18年後に報告された [64]。

Kimotoらは、成体ラットの海馬神経細胞で全てのステロイドホルモンの前駆体であ

るプレグネノロンが合成されることを報告し [65]、日甫乳類の成体の脳内でステロイド

が合成されることを初めて示した。現在では海馬など多くの脳領域で末梢内分泌腺と同様、

StAR、PBR、3s-HSD、P450arom、P450(17α)、17s-HSD、3α-HSD、5α-reductaseなど

のニューロステロイド合成酵素の発現が明らかになっている [61](Table1-1、Fig.1・3)。

Table1-1 Regional synthesis of steroidogenic enzymes in the brain [61]. 

Cortex Hippocampus Olfactory bulb Cerebellum Thalamus 

StAR + + + + + 
P450scc ++ + + +++ +++ 
P45011s +++ +++ + + 
P450(17α) ++ ++ + + 
P450arom + + 

3s-HSD + + + ++ ++ 

17s-HSD + + + + 

11s-HSD + + + + 
5α-reductase + + + + + 
3α-HSD + + ++ + + 

Expression of the corresponding enzyme in the corresponding brain region; (+1++1+++) 
indicates the level of expression of the enzyme in the region. 
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Cortisol Dihydrotestosterone 

allopregnenolone 

4↑ 3α・HSD

Cortisone . Androstanediol 

Fig.1・3Pathway of neurosteroidogenesis 
Arrow indicates the specific step mediated by each enzymes and protein [61]. 
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1-6.ニューロステロイドの生理作用

ニューロステロイドには様々な生理作用がある。その 1っとして神経伝達の調節が挙げられ

る。ニューロステロイド、で、ある硫酸フ。レグネノロンは、 GABAレセフプ。夕一のネガガ、テイブモジユレ一

夕一でで、あり[旬66叫]、同時に

セプ夕一のポジテイブモジユレ一夕一でで、もあるため神経伝達に影響を及ぼしていると考えられ

ている[旬67廿]。同様に、 Pui悶aらはニユ一ロステロイドの一種で、あるアロプレグナノロンが GABA

レセプ夕一の開放性を高め、神経伝達の調節を行うことを報告している[旬68剖10。また神経新生を

誘導する作用もある[旬69]。さらに、 Gonzalezらはプロゲ、ステロンがミエリン鞘の形成を調節す

ることを明らにした [70]。また DHEAやその硫酸塩をげっ歯類胎仔脳皮質に作用させると、

神経突起が成長する [71]。また、ニューロステロイドは記憶・学習といった高次脳機能に

も影響している。記憶・学習で、は海，馬がその中枢的な役割を担っている (Fig.l・4)。ラ

ット海馬に硫酸プレグネノロンを直接投与すると、電気ショックからの逃避行動の頻度

で記憶・学習能力を計測する受動的回避試験の成績が向上する [72]。このように、様々な

ニューロステロイドが脳機能に対し重要な働きをしている。その中で近年注目されているものと

してエストラジオールがある [73]。

A 

海馬 (hippocampus)

Fig. 1-4 Hippocampus 
The hippocampus is a pa吋ofthe forebrain， located in the medial temporallobe. A : human 

hippocampus in segittal plane， B : hippocampus in rat brain 
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1-7.ニューロステロイドとしてのエストラジオール

従来、エストラジオールなどの性ホルモンは脳内で、 dθnovoの合成はされないと考えられて

いた。その理由はエストラジオール合成系酵素である P450(17α)が脳内で検出されなかった

ことにある [74，75]。そのため性ホルモンは血流を介し脳に達した後に生理作用を発現すると

考えられていた [76]。しかし、 Hojoらは海馬で、エストラジオールが合成されることを証明し、エ

ストラジオールがニューロステロイドで、あることや、オスラット海馬エストラジオール濃度は血中

ヨ度の約 6倍であることを示した [77]。また、Kretzら、 Prange-Kielらも海馬スライス、海馬

分散培養細胞を用いた実験で、海馬がエストラジオールを合成することやその合成が

P450arom阻害剤により阻害されることを報告している [78，79]。

海馬培養細胞に P450arom阻害剤を作用させると、スピノフィリンやシナプトフィ

ジンといったシナプスに特異的に発現するタンパク質の発現が減少する。この阻害剤の

作用で、スパイン、スパインシナプス数も減少する [78]。この結果は、海馬で合成さ

れるエストラジオールがシナプスやスパイン数に影響することを示している。また、

ユIukaiらは海馬由来のエストラジオールが長期増強を誘導することを報告している

[80]。培養海馬神経細胞を用いた実験により、このステロイドが神経新生や軸索の伸張

に関わることも証明された [81，82]。エストラジオールは血中からも供給される。しか

し、シナプス形成の充進は血中レベルのエストラジオールでは観察されないことから海

馬由来のエストラジオールによる効果だと考えられている [78，81， 82]。海馬で合成さ

れるエストラジオールはシナフ。スで局所的に合成され高濃度で存在すると考えられる。

なぜならばエストラジオール合成酵素である P450(17α)や P450aromはシナプスで発

現しているからである [73]。さらに、 Mukaiらは ERαがシナプス後部肥厚で発現して

いることを報告している [83]。このことはシナプスで局所的に合成されるエストラジ

オールがシナプスに存在する ERαを介して海馬機能に影響を与えていることを示唆し、

その作用形式を“synaptocrine'，と呼ぶことを提唱した [84]。

海馬神経細胞由来のエストラジオールは興奮毒性による細胞死とアポトーシスを

防ぐ神経保護作用がある [82，85]。また、 P450aromノックアウトマウスの海馬に神

経毒を投与すると、野生型のマウスに比べ細胞死が多く観察される [86]。

以上の実験結果は海馬で合成されたエストラジオールが海馬機能を維持するため

に欠かせない物質であることを示している。
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1-8.海馬エストラジオール合成経路

海馬でエストラジオールは末梢内分泌腺と同様、コレステロールを基質とし、 P450などの

ステロイドホルモン合成酵素による多段階の反応によって合成される [73，87] (Fig. 1・3)。
海馬エストラジオールに関する研究で、は、合成調節に関する報告は未だ少ない。これまでに

報告されているのは、メスラット海馬培養細胞に生理的な濃度 (10nM)の GnRHを8日間作

用させると海馬エストラジオール合成が充進することである [88]。また、オスラット海馬スライス

にNMDAを作用させると、 30分で、エストラジオール合成の充進が観察される [77]。
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1・9.研究の目的と概要

海馬はエストラジオールの合成器官であり、しかもエストラジオールは海馬で大きな

生理作用をもっ。よって、その生合成は生理的に調節されていると推定できる。例えば

何らかの因子によって生合成が増減するとか、合成量を一定に保つような調節機構が存

在するといった場合が考えられる。メスラットでは、その合成が適当な濃度の GnRH
で活性化される可能性が示されたが [88]、オスでの変動因子、調節因子はほとんど知られて

いない。また活性調節の分子メカニズムはまったく分かっていない。

本研究は海馬のエストラジオール合成の調節機構の全貌解明のために、その調節部位、

調節因子、関連するシグナル伝達系などについての知見を得ることを目的とした。

まずラット海馬のエストラジオール合成活性が外来物質で変動するかどうかを確認

し、エストラジオーノレ合成の調節部位や関連するシグナル伝達系について解析を行った。

海馬のエストラジオールは、脳内で合成されたものと血中由来のものが混在する。そこで、

脳内での合成量だけを測定するために、海馬スライス培養を用いた実験系を構築した。

外来物質としては、環境汚染物質のトリブチルスズ、ジブチルスズを用いた。両物質は

末梢内分泌腺のステロイドホノレモン合成を大きくかく乱する。またこれらは脂溶性であるため脳

内に蓄積しやすく、野生動物の脳から高濃度で検出されていて、実際に脳機能に影響を及ぼ

している可能性が高い。また、トリブチルスズはレチノイン酸レセプターの一種であるレチノイド

Xレセプター(retinoidX receptor: RXR) Iこ、ジブチルスズはベルオキシソーム増殖剤活性

化レセプター (peroxisomeproliferator-activated receptor: PPAR)と強く結合することが

報告されている [89，90]。
海馬で、のニューロステロイド合成活性は、副腎皮質などの 1/ 1000程度であり [73]、その

合成活性の定量には大量のラットが必要で、ある。そこでまず、様々な条件で処理した少量の

海馬スライスを用い、検出感度が高くサンプルの必要量の少ない real-timeRT-PCR法でエ

ストラジオール合成酵素のmRNA量を測定して、ニューロステロイド合成が変動する条件を調

べた。その結果、細胞毒性が見られる 1/ 10の濃度である 0.1μMのトリブチノレスズにより、

P450(17α)や P450aromのmRNA量が増加することを見出した。この条件で処理した

海馬スライスのエストラジオール合成活性をRIAで測定したところ、エストラジオール合成活

性の増加が観察された。 0.1μMのトリブチルスズ、はウシ副腎皮質細胞のステロイドホルモ

ン合成を強く阻害したが、ラット海馬では、ニューロステロイド合成を活性化した。こ

の活性化の分子メカニズムは、 StARタンパク質の発現充進ではなく、 P450(17α)や

P450aromの転写の活性化によるものであり、その転写は RXRを介したメカニズムで

あると推定された。

次に、 トリブチルスズの実験結果を受けてレチノイン酸の効果を検討した。

レチノイン酸はビタミン A誘導体であり、いくつかの立体異性体が存在する。 all-trans-レチ

ノイン酸はレチノイン酸レセプター (retinoicacid receptor: RAR)に結合し、 9-cis-レチノイン

酸は RARとRXRに結合して生理作用を発揮する [91，92]。
ラット海馬のスライスに 9-ciシまたは all-trans-レチノイン酸を作用させたところ、 9・Cl.訟レチ

ノイン酸を作用させた場合にのみ P450(17α)とP450arommRNA量の増加が見られた。

その他のエストラジオール合成系酵素 mRNA量は変化しなかった。次に P450(17α)タ

ンパク質量をウエスタンプロッティングにより定量したところ、 1μM9-ciシレチノイン

酸処理により1.7倍に増加していた。スライスと培地中のエストラジオール、テストステロ

ンをそれぞれ RIA、EIAで定量したところ、 9-cis-レチノイン酸処理によってエストラジオ

ーノレ、テストステロン合成が 2-3倍に増加していた。

本実験では海馬スライスによるエストラジオール合成が 9-cis-レチノイン酸で活性化

されること、そしてその活性化機構は P450(17α)の転写の活性化によって P450(17α)
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タンパク質量が増加したためであることが示唆された。転写の活性化は all-trans-レチ

ノイン酸では観察されなかったので、この効果は 9-ci汐レチノイン酸のみが結合する

RXRを介じたものであろう。

以上のように、スライスを用いた invitroの実験によって、 RXRリガンドが海馬エストラジオ

ール合成を活性化すること、その作用機序が、 P450(17α)および P450aromの転写の活性

化で、あることが明らかになった。

海馬スライスに cAMP誘導体(ジブチリル cAMP)またはコノレチコステロンを作用させたとこ

ろ、ニューロステロイド合成酵素の中で、も特に、 P450(17α)mRNA量の増加が観察された。

脳内でも末梢内分泌腺と同様、 cAMP濃度の増加による慢性効果が存在する可能性がある。

また、細胞毒性のあるコルチコステロンによっても海馬エストラジオール合成が促進する可能

性が示唆された。また甲状腺ホルモンを海馬スライスに作用させたが、生理的な血中濃度範

囲(10-9-10-8 M)ではステロイド合成酵素 mRNA量に有意な影響はみられなかった。

次に、生育環境が海馬のステロイド合成に与える影響を、ラット個体をもちいた血 VIVOの実

験で解析した。

他個体との接触がない社会的孤独環境で幼少期から飼育されたげっ歯類は、ニューロ

ステロイド合成に影響が現れるという報告がある [93]。そこで、ラットを社会的孤独環境

で飼育し、海馬エストラジオール合成に対する影響を解析した。実験では 1ケージにつき 1匹

で飼育する社会的孤独環境群と 2匹ずつ飼育する 2匹飼育群に分け、 28日齢から 2ヶ月間

飼育したところ、社会的孤独環境群では StAR、P450(17α)の mRNA量が 2匹飼育群の約

2倍に、 P450arommRNA量は 8倍に増加した。このとき海馬のエストラジオール量

も約1.3倍に増加していた。個々のラットのエストラジオール量と StAR、P450arom

mRNA量との相関を解析したところ、有意な正の相闘がみられた。

この実験の結果、生育環境が海馬のエストラジオール合成に影響を与えること、そし

てその作用機序にはP450(17α)およびP450aromの転写の活性化が関与していることが明

らかになった。また社会的孤独環境によるエストラジオール合成の活性化は、 StARタン

パク質の発現も関与している可能性がある。

以上のように海馬エストラジオール合成はトリブチルスズ、レチノイン酸といった薬物や、社

会的孤独環境のような飼育条件によって活性化された。トリブチルスズやレチノイン酸の作用

からは RXRを介して海馬エストラジオール合成が活性化されるとしち新たな知見が得られた。

また、いずれの場合も活性化の機構として、 P450(17α)の転写の活性化が関与していることが

明らかになった。
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第 2章

海馬スライスのエストラジオール合成に対する

外因性、内因性物質の影響-in vitro実験

2-1.有機スズによる影響

ニューロステロイド合成の調節機構を解析するために、まず人工の化学物質によって

ステロイド合成が変化することを調べ、さらにその作用機序を解析することにした。こ

の研究では、その化学物質としてトリブチルスズ、ジブチルスズを用いた。

トリブチルスズは低濃度で副腎皮質や胎盤、精巣などのステロイドホルモン合成をか

く乱する作用があり、また血液ー脳関門を容易に通過し、脳に蓄積される。実際、汚染

された野生動物の体内のトリブチルスズ含量を測定すると、脳への蓄積量が最も多い。

ヒトでも汚染が確認されており、脳への影響が懸念される環境汚染物質のひとつで、ある。

2-1・1.緒言

有機スズ化合物は工業的に触媒として使用されているほか、特にトリブチルスズは船

舶、魚網への員や藻の付着を防ぐ防汚剤として、また木材防腐剤、消毒剤、パルプ、製

糸工場等での殺菌剤としても使用されてきた。船底塗料としての使用は有機スズ化合物

の海水中への溶出と魚介類に対する毒性が注目され始めた 1980年代より各国で規制が

設けられ、日本でも既に使用が禁止されているが、アジアを中心とする発展途上国では

今でも使用されいる。多くの港湾では未だに底土などから高濃度のトリブ、チノレスズが付

近の水域で検出されている[94，95]。
有機スズ化合物は脂溶性が高いため生物濃縮が起こりやすく実験室における軟体動

物や魚類による研究で、トリブチルスズについて 7000までの生物濃縮係数が、また野

外研究ではそれ以上の高値が報告されている。海水中の有機スズは海底に溜まりやすく、

貝類ではしばしば高濃度で検出されており、特に軟体動物は感受性が高く、カキで奇形

や生息数の減少が報告されている [96]。その他にも腹足類メスに雄生殖器が発生する

現象も広く観察されており、生殖障害と個体数減少を引き起こす [97]。有機スズによ

る汚染は多くの動物、特に海生生物において報告されており [98]、カナダ近海で採取

された軟体動物からはトリブチルスズ 233ng / gが検出されている [99]。また、日本

近海に生息する海生晴乳類(イシイルカ)の脳からも比較的高濃度のトリブpチノレスズ

(350 ng / g wet wt.)が検出されている [100]。

有機スズ化合物はまた、主に魚介類といった人間の食料、飲料水への混入も認められ、

これらは工業排水からの寄与や包装ビニール類、水道管ノミイプからの溶出であるという

[10110 ヒトにおける一日最大摂取量は 0.25mg / kg body weightであると提唱されて

いる [10110Kannanらはミシガン州在住のヒトから血液を採取し、有機スズ類の血中

濃度を測定している [102]。それによると、総ブチルスズ化合物血中濃度の平均は 21ng 

/ ml、最大で 101ng / mlで、あった。この最大量は海生日甫乳類の水準に匹敵するもので

ある。トリブチルスズは環境中においては紫外線による光分解を受けて分解されるほか、

生体においては微生物による分解、及び高等生物の肝臓で代謝を受け、脱ブチル体であ

るジブチルスズ、続いてモノブチルスズへと変換される [103]。環境中に比べ生体中の
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モノブチルスズ、ジブpチノレスズの割合が高いのはトリブチルスズの代謝により生成した

結果であると思われる。このように工業的な有機スズ化合物の使用、それによる環境中

への流出は人体の健康を考える上で関心を集めてきている。

有機スズの毒性を生化学的に明らかにする試みも多くなされている。 Cookeらはトリ

ブチルスズがヒト P450arom活性を基質競合的に阻害することを報告している [104]。

同様に、ヒト紙毛細胞株のミクロソーム分画を用いた同様の実験でも P450arom活性

はトリブチルスズにより阻害される [105]。しかし、いずれの実験においても、その作

用濃度は数 μM一数十 μMであり、通常の動物細胞は完全に死滅する濃度である。し

かし、一方で極微量のトリブチルスズによる影響も報告されている。 Yamazakiらは環

境濃度以下 (0.01μM)のトリブチノレスズがウシ副腎ステロイド合成を抑制することを

報告している [106]。さらに、ヒト紋毛細胞を用いた実験でも 0.01μMのトリブチルス

ズが P450arom発現誘導に関与していることが明らかになっている [89]。

これらのことから環境中に存在する有機スズによってもニューロステロイド合成が

影響されることは十分考えられる。前述の様に、海馬はエストラジオールを合成する。

海馬由来のエストラジオールはスパイン形成、神経新生などに関わる非常に重要な物質

である[78，82]。もし、海馬エストラジオール合成が有機スズにより影響されるならば、

海馬機能も影響されることが懸念される。よって、本実験では外因性物質として有機ス

ズを作用させ、海馬エストラジオール合成に対する影響を解析した。

前述の様に、海馬のエストラジオールは脳内で、合成されたものと血中由来のものが混在す

る。本研究はラット海馬が合成するエストラジオールに焦点を当てているので、血中からのステ

ロイド供給を回避できる実験系を用いねばならない。また、海馬で神経細胞は一様に分布し

ているのではなく、 CA1-3、歯状回といったある特定の部位に局在し、互いに神経ネ

ットワークを構築する [107]。より生体内に近い状態で実験を行うためには、この神経

ネットワークを保持せねばならない。これらの理由からラット海馬スライス培養を用い

エストラジオール合成の研究を行った。また、幼齢ラット海馬に比べ、成体ラット海馬

は非常に脆弱で、スライス作成段階で、細胞が弱ってしまい培養には適さない。よって本

研究では海馬スライス培養が可能で、比較的多くのスライスが作成できる 10日齢ラッ

トを用いた。
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2-1-2.実験方法

ラットの自家繁殖法

8週齢の Wistarratのオスとメスを清水実験動物から購入した。オスとメスを 1匹ずつ同じ

ケージに 1週間入れ、メイティングさせた。メイティング終了後、オスとメスは別々のケージに入

れた。交尾後3週間ほどで、仔ラットが10匹前後生まれる。仔ラットの性別は目工門性腺間距離を

比較することで区別した。出産したメスは次のメイティングまで1ヶ月間休養をとらせた。本実験

は広島大学動物実験委員会の許可を得て行った。

ラットからの海馬摘出法

【実験器具1

0解剖用具

解剖用はさみX1、メスの柄X2(+刃)、ピンセット X4、先を直角に曲げたミクロス

パーテノレ、バット

Oハンクス溶液 (HBSS);Sigma 

[実験方法]

10日齢のラットをヒ。ンセットで、つかみ、解剖用はさみで首を切り落とし、頭皮を取り去った。

頭蓋を正中に沿って切り、その頭蓋をヒ。ンセットで、つまんで、左右に広げ、脳をミクロスバーテル

で掻き出し、冷却し、 HBSSの入ったシャーレの中に入れた。正中面で脳を半切した。一本の

ヒ。ンセットで、脳幹と小脳のついた組織を軽く持ち上げ (Fig.2・1・1，A)、もう一方のヒ。ンセットで、

後頭部後端を軽く押さえ、脳幹を持ち上げると白い海馬采が三ヶ月状に見える (B)。これにメ

スで直角に切り込みを入れた(c、 D)。この状態になると海馬は反転させることができる。上手

く反転しない時はヒ。ンセットの先で、反転の邪魔になる組織を切った (E、F)。海馬が反転し

たら、海馬と脳をつなげている脳組織をメスで切断し、海馬を単離した (G)。海馬についてい

る余分な組織をできるだけ残さないように取った (H)。

Fig.2-1-1海馬摘出法

軍 司噂注d弓み
伊

達三fdy時 k
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ラット海馬スライス培養法

【実験器具】

Oフィルター(小);Gelman Science 4612 Super acrodisc 25 0.2μm 
0フイノレター(大);MILLIPORE SVGSB 1010 STERIVE -GS 0.22μm 
Oマイクロスライサー;DOSAKAEM 
0混合ガスボンベ (02、95% C02、5%);中村酸素

0培養プレート(マルチプレート 6FMS-80060); SUMILON 

O恒温槽;EYELA NTS-120; Tokyo Rikakikai 
0オートクレーブ;TOMY HIGH PRESSURE STEAMSTER ILlZER BS-305 
0培養プレートインサート (MILLICELLBIOPORE PICM ORG 50); Millipore 
O先端を切ったパスツールピペット

0アロンアノレフア

Oプラスチックシャーレ

O寒天の型

0保冷剤(シャーレを押し付けて冷凍し、型を付けておく)

Oろ紙

[試薬】

Oポ!J-L-オルニチン溶液;Sigma 

Oウマ血清;GIBCO BRL 
結晶ペニシリン Gカリウム明治、硫酸ストレプトマイシン、カナマイシン硫酸塩;明治製菓

寒天末(ゲ、ル化温度 30-31OC) ; nacalai tesque 

Minimum Essential Medium (MEM); Sigma 
ハンクス溶液 (HBSS); Sigma 

[培地等の調製]

OMEM(一)
MEM 12.1 g 、NaHC032.2 gを滅菌水で 1Lにメスアッフ。した後、フィルター(大)でろ

過滅菌した。

0無血清培地

試薬 加える量 終濃度

MEM(-) 150 ml 75 % 

HBSS 50 ml 25 % 

カナマイシン 25μg 0.125μg/ ml 

ストレプトマイシン 50mg 0.25 mg / ml 

ペニシリン 50000 Unit 250 unit / ml 
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使用前、培地に L-グノレタミンを加えた。

L-グツレタミン 0.0292mgをHBSS2 mlに溶解後、フィルター(小)を用いてろ過滅菌しな

がら培地 200mlの入っているピンに加えた。

0血清入り培地

以下の試薬を混合後、フィルター(大)でろ過滅菌した。

試薬 加える量 終濃度

ウマ血清 50 ml 25 % 

MEM(一) 100 ml 50 % 

HBSS 50 ml 25 % 

カナマイシン 25μl 0.125μg/ ml 

|ストレプpトマイシン 50mg 0.25 mg / ml 

ペニシリン 50000 Unit 250 unit / ml 

使用前、上記のように培地に L-グルタミンを加えた。

0寒天溶液

寒天末1.5gとHBSS50 mlをフラスコに取り、電子レンジで加熱して寒天を溶かした。そ

の後は恒温槽で 47
0

Cに保温した。

【実験方法]

(オルニチンコート)

スライス作成前日にポチL-オルニチン溶液 200μlを培養プレートにセットしたミリ

セノレ培養プレートインサートに入れ、 C02インキュベーターの中でオーバーナイトでコ

ーティングした。

(スライス作成)

スライス作成当日に、ミリセル培養プレートインサート上のポチL-オルニチン溶液を

ピペットマンで吸い取った。さらに、ミリセノレ培養プレートインサートに HBSSを入

れ、ヒ。ベットマンで、吸い取ることで、ポリ-L-オルニチン溶液を洗い流した。

その後、 HBSSを氷冷しながら 30分以上 95% 02、5% C02の混合ガスで、バプリン

グし、酸素を飽和させた。保冷剤上で冷却したシャーレの中に HBSSをいれ、摘出し

た海馬を入れた。寒天の型に溶けた寒天を流し込み、海馬を埋め、氷水で冷やして固め

た。型から寒天を出して、剃万でその形を直方体に整えた。マイクロスライサーのチャ

ンパーに寒天をアロンアルファで固定し、 HBSSを少し入れた。チャンパーをスライサ

ーにセットし、寒天の上面まで HBSSを注いだ。スライサーの刃をその液面まで降ろ

した。刃を forward方向に動かして寒天ごと海馬を切り、切り終ったら reverse方向に

刃を戻し、スライサーのダイヤルを回して刃を 300μm降ろし、また寒天ごと海馬を切

った。これを何度も繰り返してスライスを作成していった。その際、海馬に付着した寒

天を除きながら行った。スライスを先端を切ったパスツールピペットで吸い取り、オル

ニチンコートしたミリセル培養プレートインサート上に乗せた。ミリセル培養フ。レート

インサート上の余分な HBSSを吸い取った。培養プレートには予め1.1mlの血清入り

培地を入れておき、その上にスライスの乗ったミリセル培養プレートインサートを置い
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た。その後 C02インキュベーター (37oc、5% C02)に入れて培養を開始した。

ラット海馬スライス、培地からのエストラジオール抽出・精製法

[実験器具]

Oセノレスクレイパー;IWAKI

O先鈍ピンセット

0アシストチューブ (2ml) 

Oジノレコニアボール(直径 5mm)

OC18カラム;Amarsham Octadecyl C18 minicolumns 

05mlガラスシリンジ

0振揺型細胞破砕機;TOMY Microsmash 

Oミックスタワー;TAITEC A-14 

0卓上遠心機;KUBOTA5010 

Oマイクロ遠心機;TOMYMR-150 

Oシンチレーションカウンター;ALOKA LSC-6100 

[準備試薬]

0溶出用 NaCl溶液;100 ml 

NaC15.844 gを100mlのミリ Q水に溶解した(終濃度 150mM) 

ORIA*差律u夜(pH7.0-7.2);2 L 

0.1 Mリン酸ナトリウム、 0.15M NaCl、0.2% (W / V) NaN3、1% (W / V)ゼラチン

(蒸留水 500mlを50
0

C以上に加熱し、ゼラチン 2gを加えて完全に溶かした。 NaHP04

17.3 g、NaH2P04・2H2012.1 g、NaCl17.5 g、NaN30.4gを加えて全量 2Lにした。

pHを7.0-7.2に合わせた。)

o (3H)6・エストラジオールストック溶液(およそ 5000cpm /100μ1); 1 ml 

5μIの[2，4，6，7，16，17・3H]-estradiol原液 (GEHealthcare)を瓶の底に入れ、ドラフト

チャンバーで、空気を噴きつけトルエンを飛ばし、ホルモン測定用エタノールを 1ml加えた。

これを冷凍庫に保管した。

0メタノール(ホルモン測定用); nacalai tesque 

ミリ Q水で 40%、 80%メタノールを調製した。

[実験方法]

溶出用 NaCl溶液はあらかじめ氷冷しておいた。海馬スライスを培養した後、ミリセ

ル培養プレートインサートをピンセットでっかみ、ピペットマンで培地を吸い取り、遠

心用チューブ、に移した。ミリセル培養プレートインサートの表面と裏についている培地

も吸い取った。ミリセル培養フ。レートインサート上のスライスをセルスクレイパーでか

き集め、 100μlの溶出用 NaCl溶液を加え、チップの先を切ったピペットマンで細胞を

浅さないように吸い取り、別の遠心用チューブに移した。 4-6well分を 1本のチュー

ブに回収した。 1プレート回収したら、細胞を回収した遠心用チューブの中の上清を、

沼胞回収時に用いた先を切ったチップを付けたピペットマンで吸い取り、回収し終えた
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ミリセル培養プレートインサート上にもう一度加え、セルスクレイパーでミリセル培養

プレートインサート表面上に残った海馬スライスをもう一度かき集め、細胞を回収した

遠心用チューブ、にうつしとった。細胞を回収し終えたチューブ内の液量は、溶出用 NaCI

溶液でおよそ1.1mlに調整し、 microsmashでホモジナイズした (4800rpm、30sec)。

海馬スライスが完全にホモジナイズされたら蓋っき試験管(15mI)に 1mlずっとり、

回収率測定のために、 (3H)6・エストラジオールを 20μlずつ加えた。残りはタンパク定量に

用いた。また回収した培地は分液漏斗ずっとり、回収率測定のために、 (3H)6・ェストラジ

オールを 20μlずつ加えた。

スライスサンフ。ルの入った蓋っき試験管 (15mI)にサンプルの 4倍容のヘキサン/酢

酸エチル=2 / 3を加え、ミックスタワー (TAITECA-14)で 30min振とうした後、メタノール

500μlを加えてから遠心分離 (KUBOTA501O、 2500rpm、25min)し、液体窒素で水層を

凍らせて有機層のみを試験管に移した。温水につけながら空気を吹き付け抽出物を乾固させ

た後、 100%メタノール400μlを加えて撹祥し、懸濁液をエッベンドルフチューブ1こうつしとっ
た。そこに 600μlのミリ Q水を加えてメタノーノレ濃度を 40%とし、遠心分離 (TOMY

MR-150 15000 rpm、5min)した。

培地サンプルは分液漏斗を用いて抽出操作を行った。分液漏斗に培地サンプルとその 4

倍容のヘキサン/酢酸エチノレ=2/3を加え、激しく振蕩し (3min)、有機層を三角フラスコ

(100 mI)に回収した。同様の操作をもう一度繰り返した。その後、温水につけながら空気を吹

き付け抽出物を乾固した。乾固した三角フラスコにクロロホルム (3mI)を加え残査を溶解し、

試験管に移した。この操作は3回繰り返し、残査をできる限り回収した。その後、温水につけな

がら空気を吹き付け抽出物を乾固した。

5 mlのガラスシリンジを用いて C18カラムを 1mlの 100%メタノールで 2回洗い、 1ml 

のミリ Q水で 2回、さらに 1mlの40%メタノールで 2回洗ってカラムを活性化した。

活性化したカラムに抽出物 (40%メタノール溶液)をヒ。ベットマンで、ロードし、ガラスシリン

ジで空気を注入して完全にカラムに吸い込ませ、すぐに 2mlの40%メタノールをカラムに通

して洗浄し、洗浄液を試験管に回収した。続けて3mlの80%メタノールをガラスシリンジでカ

ラムに通してステロイドを溶出した。溶出液は別の試験管に回収し、さらに続けて 2mlの

100 %メタノールをカラムに通し洗浄し、洗浄液を別の試験管に回収した。回収した溶出液と

洗浄液をそれぞれ温水につけて、空気を吹き付けて完全に溶媒を蒸発させた。 40%メタノー

ル洗浄液、 100%メタノール洗浄液を乾回した試験管には200μlの100%メタノールを加え、

1 mlのシンチレーションカクテル入りのエッペンドルフチューブに移し、放射能を測定した

(ALOKA LSC-6100)。
80 %メタノール溶出物を乾固した試験管に RIA緩衝液を加えて溶出物を溶解した。
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放射性免疫測定法 (radioimmuno assay: RIA)によるエストラジオールの定量法

【実験器具]

Oマルチデ、イスベンサー;NICHIRYO 

0ガラスチューブ、 (nox75mm) 

O卓上遠心機;KUBOTA5010 

0液体シンチレーションカウンター;ALOKA LSC-6100 

【準備試薬】

ORIA緩衝液 (pH7.0ー 7.2);2 L 

組成はラット海馬スライス、培地からのエストラジオール抽出・精製法の【準備試薬]

参照。

Oエストラジオール標準溶液

17s-estradiol; Sigma 
エストラジオールをマイクロ天秤で数 mg精標した。エタノールに溶解させ 10mMにし、そ

れを 10μlとって 990μlのホノレモン測定用エタノールを加え終濃度 0.1mMエストラジオ

ールのエタノール溶液を調製した(エストラジオールストック溶液)。エストラジオールストック

溶液を RIA緩衝液で 1/10000に希釈して 10nMにし、それをさらに RIA緩衝液で希釈

して1.0.005 pmol/200μl、2.0.01pmol/200μl、3.0.02 pmoll 200μI、4.0.05pmol 

1200μ1、5.0.1pmo1l200μI、6.0.2 pmoll 200μl、7.0.5pmol/200μIをそれぞれ2

mlずつ調製した。希釈液は保存できないので、用事調製した。

Oチャーコーノレ懸濁液;500 ml 

Dextran T-70; Pharmacia 
NoritA; nacalai tesque 
Dextran T-70 0.625 gをRIA緩衝液 1Lに溶解し、 NoritA6.25 gを加え、 20min 

ロータリーシェーカーで撹枠した(スクーラーを使ってはいけない)。

o (3H)6・エストラジオールストック溶液(およそ 5000cpm 1100μ1); 3 ml 

O抗エストラジオール抗体

RIA緩衝液で 1/5000に希釈した。

Oシンチレーションカクテノレ;液体シンチレーション用特製試薬 Clear-sol1 ; nacalai tesque 

【実験方法]

ガラスチューブに番号を記入し、下表のように RIA緩衝液、エストラジオール標準溶液、サン

プルを入れたのち、マルチディスペンサーを用いて(3H)6・ェストラジオーノレ、抗エストラジオー

ル抗体を加え、 vortexmixerで撹持した。なお、サンプルは希釈を 3段階で変えてそれぞれ

を測定した(サンプル溶液 200μI、150μl、100μl+RIA緩衝液 0、50、100μlなど)。
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No.1'"""18:エストラジオール標準溶液(表では標準液と示す)、 No.19'""":サンフ。ル

No.1，2 RIA*差種目夜 300μl +(3H)6・ェストフジオーノレ 100μ1(約 5000cpm) 

3，4 RIA緩衝液 200μl +Anti-serum 100μ1 +(3H)6・ェストフジオーノレ 100μl(約 5000cpm) 

5，6 標準液 1200μl +Anti-serum 100μ1 +(3H)6・エストフジオーノレ 100μl(約 5000cpm) 

7，8 標準液 2200μ1 +Anti-serum 100μ1 +(3H)6・エストフジオーノレ 100μ1(約 5000cpm) 

9，10 標準液 3200μl +Anti-serum 100μ1 +(3H)6・ェストフジオール 100μl(約 5000cpm) 

11，12 標準液 4200μI +Anti-serum 100μ1 +(3H)6・ェストフジオーノレ 100μl(約 5000cpm) 

13，14 標準液 5200μl +Anti-serum 100μ1 +(3H)6・ェストフジオーノレ 100μl(約 5000cpm) 

15，16 標準液 6200μl +Anti-serum 100μ1 +(3H)6・エストフジオーノレ 100μl(約 5000cpm) 

17，18 標準液 7200μl +Anti-serum 100μ1 +(3H)6・ェストフジオーノレ 100μ1(約 5000cpm) 

19 '""" サンプル 200μl +Anti-serum 100μ1 +(3H)6・ェストラジオーノレ 100μl(約 5000cpm) 

冷蔵庫中で、オーバーナイトで、インキュベートした後、すべてのチューブにマルチディスベン

サーを用いてチャーコール懸濁液を 100μlずつ加えて撹枠し、冷蔵庫で 4oc、15minイン

キュベートした。卓上遠心機で遠心分離 (KUBOTA5010、2500rpm、10min)し、上清を

シンチレーションカクテル 1mlの入った 2mlエッペンド、ルフチューブに移し、よく撹持して放

射能を測定した (ALOKALSC-6100)。エストラジオールの回収率は、サンプル溶液のうち

300μlを、シンチレーションカクテル 1mlの入ったエッペンドルフチューブに入れて測定した

放射活性と、先にとっておいた 20μlの(3H)6・ェストラジオールlこ280μlの RIA緩衝液とシ

ンチレーションカクテル 1mlを加えて測定することで算出した (ALOKALSC-6100) 0 
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ラット海馬スライスの細胞死の PropidiumIodide (pI)による定量法

[実験器具]

0エッベンドルフチューブ(1.5ml) 

0培養ディッシュ(ゅ 35X14mm);スミロン MS-10350

0落射蛍光顕微鏡仕様のアキシオバード 135;カールツアイス

O対物レンズ;ZEISS Plan-NEOFLUAR 5xO.15 

0蛍光用リフレクタスライダ (BP365 / FT 395/LP 397) 

【実験試薬]

OPropidium Iodide solution (pI); Sigma 

1 mg / ml PI solution 10μlをミリ Q水 4.94μlに加え、 1mMに希釈した。

OL-グルタミン酸;nacalai tesque 

1Lのミリ Q水に L-グルタミン酸を加え、 5MNaOHを加え pHを7前後に調整し

ながら溶解させ 1Mにした。

[実験方法]

スライス培養を 35mmディッシュ上で行なった。スライス作成から 21時間後、1mM

PIを2.2μlずつ培地に加え終濃度 2μMにして 3時間インキュベートし、下記の方法

で蛍光顕微鏡像を撮影した(パックグラウンドの撮影)。その後、培地を無血清培地へ

交換しスライスにトリブチノレスズ (0.01-1μM)と2.2μlの 1mMPIを同時添加し、 48

時間後に蛍光顕微鏡像を撮影した。その後、培地に 1ML-グソレタミン酸 55μl加え(終

濃度 50mM)、24時間インキュベートし海馬スライス中の細胞を死滅させ蛍光顕微鏡

像を撮影した。

蛍光顕微鏡での撮影には、 5XO.15の対物レンズを使用した。まず水銀ランプの電源

を入れた。ラット海馬スライスを 35mmディッシュごと蛍光顕微鏡のステージにのせ、

ハロゲンランプを用いて、スライスにピントを合わせた。このとき、スライダをシャツ

タのポジションにしておいた。その後、ハロゲンランプを消し、スライダを引いて蛍光

光路を開けた。ダメージを受けた細胞が赤く光っていることを確認し、光路分割ロッド

をひき画像をデジタルカメラ経由でコンビューターに取り込ませて撮影した。撮影した

画像は、画像処理ソフト rlmageJJを用いて、死細胞から発せられる赤色蛍光を数値

化し、無処理スライスに対するトリブチノレスズ処理スライスの死細胞の割合を算出した。
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ラット新鮮海馬の totalRNA抽出法及び cDNA合成法

【実験器具]

0振揺型細胞破砕機;TOMY Microsmash 

O遠心機;TOMYMR150 

0アシストチューブ (2m1) 

Oジノレコニアボール(直径 5mm)

0逆転写装置;ASTECフoログ?ラムテンフ。コントローノレ PC-707

0微量分光光度計 (Nanodrop);Thermo SCIENTIFIC 

【準備試薬]

ORNeasy Protect Mini Kit; Qiagen 
Buffer RLT 
BufferRW1 
Buffer RPE 
TotalRNA抽出用カラム

ODNase 1 (RNase-free); TAKARA 

DNase 1 
10 X RNase-free DNase buffer 

OPCI溶液

フェノール:クロロホルム:イソアミルアルコーノレニ 25: 24 : 1になるように調

製した。

010mM dNTPs; TOYOBO 

o Rever'I旨aAce; TOYOBO 

Rever'I旨aAce
5 X ReverTra Ace緩衝液

ORandom primer; TOYOBO 

[実験方法]

. total RNA抽出

摘出した新鮮海馬を、600μlのBufferRLTと共に2mlのエッベンド、ルフチューブ、

または 2mlのアシストチューブ内に回収した。 2mlエッベンドルフチューブに回収し

た場合は、ポリトロンを用い、目盛り 5で 30secのホモジナイズ、を行った。ポリトロ

ンのブレ一ドは 1サンプル毎に BufferRL'τT、で

合は、前もってチューブ内にジルコニアボールを 1個入れておき Microsmashで 4800

rpm、30sec処理を行い、海馬をホモジナイズした。タンパク定量用として 600μlの

ホモジネートから 30μlを別のチューブに移した。ホモジネートを 15000rpm、200C

で 3min遠心分離後、上清を新しいチューブに移した。上清と同量 (600μ1)の 70%エ

タノール (20OC)を加え、ピペットマンで混合した。この 1200μ1のサンプルを 2回に

分けて (600μ1ずつ)2mlチュープにセッティングした totalRNA抽出用カラムにアプ

ライし、 15000rpm、20
0

Cで 15sec遠心分離後、フロースルーは捨てた。 次に 350μl

の BufferRW1をtotalRNA抽出用カラムにアプライし、 15000rpm、20
0

Cで 15sec 

遠心分離後、フロースルーは捨てた。再度、 350μlの BufferRW1をtotalRNA抽出
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用カラムにアプライし、 15000rpm、200Cで 15sec遠心分離後、フロースルーを捨て

た。そして、500μlのBufferRPEをtotalRNA抽出用カラムにアプライし、15000rpm、

200Cで 2min遠心分離後、フロースノレーは捨てた。 totalRNA抽出用カラムを新しい

チューブ、にセットし、 15000rpm、20
0

Cで 1min遠心分離し、完全に totalRNA抽出

用カラムのメンブレンを乾燥させた。 totalRNA抽出用カラムを新しいチューブ、にセッ

トし、 RNase-free処理水 50μlをメンブレンに直接添加し 10minインキュベートし、

その後 15000rpm、200Cで 1min遠心分離した。もう一度、 totalRNA抽出用カラム

にRNase-free処理水 50μlをアプライし、15000rpm、200Cで 1min遠心分離し、total

RNAサンプルを得た (totalvolume 100μ1)。

. DNase処理

100μ1 total RNAサンプルに DNase2μl、RNase-freeDNase buffer 5μlを加え、

DNase処理 (37oC 40 min)を行った。 DNase処理した totalRNAサンプル(100μ1)

に PCI溶液を 100μl入れ、激しく撹持した。 15000rpm、15sec遠心分離し、水層を

100μl回収した。フェノール層にもう一度 100μ1RN ase-free水を入れ、境枠後 15000

rpm、15secで遠心分離して、 100μlの水層を回収した (tota1200μ1)。水層に、 3M

CH3COONa 20μI、100%エタノール 500μlを加えた後、 5min放置した。その後、

15000 rpmで 20min遠心分離した。遠心分離後、上清を捨てその後 1mlの 70%エ

タノールを加え、境持し 15000rpmで2min遠心分離した。上清を捨て乾燥させ、 30

μlのRNase-free水を加え totalRNAサンプルとした。

微量分光光度計 (Nanodrop)を用いて、サンプル1.2μlから濃度を求めた。また、 RNAの

純度は OD260I OD280が1.8以上であることで確認した。

-逆転写反応

total RNA、サンプρルの吸光度から濃度を計算し 5μg分の totalRNAサンプルをとり、

RNase-free水を加えて体積が 12.5μlとなるようにした (RNA溶液)。以下のように試薬を調

製し逆転写反応を行った。逆転写反応はアニーリング、 (30oC、10min)、酵素反応 (42oC、

60 min)、変性 (99oC、5min)の条件で

必要量 終濃度

RNA溶液 12.5μl 一
10 mMdNTPS 2μl 1 nmol/μl 

5xReverTra Ace *差種:yf夜 4μl 

Random primer 0.5μl 25 pmol /μl 

ReverTra Ace 1μl 100 unit /μl 
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Real-time PCRによる mRNA絶対量の測定

[実験器具]

OLight Cycler; Roche 

OLight Cycler capillary; Roche 

OMupid-21;コスモバイオ

OPC-707; ASTEC 

[準備試薬]

OFreeze'N Squeeze DNA Gel Extration Spin Column; Bio-Rad 
OSYBR Green Real-time PCR Master Mix; TOYOBO 
OKOD -Plus-; TOYOBO 

[実験方法]

. PCRプライマ-

universal probelibrary (http://www_universalprobelibrary.com)で、PCRプライマー

を設計し、 OperonBiotechnologiesに注文した。

-定量用標準 cDNA断片の作成

PCRにより定量する対象の mRNA と相補的な cDNA断片を増幅させた

(KOD-Plus-; TOYOBO)o P450scc、P450(17α)定量用標準 cDNA断片はそれぞれ、ラッ

ト副腎、卵巣から抽出した totalRNAをテンプレートに用いた。その他の酵素に関し

てはラット海馬の totalRNAをテンプレートに用いて定量用標準 cDNA断片を作成し

た。 PCR後のサンプルを電気泳動し (Mupid-21;コスモバイオ)、目的のバンドが含ま

れる部分のゲ、ルを剃万で切り出し、 Freeze'NSqueeze DNA Gel Extration Spin 

Columnを用いて目的の cDNA断片を精製した。精製した cDNA溶液の吸光度と目的

の cDNA断片のモル吸光係数から、精製した cDNA溶液 1μlあたりに目的の cDNA

断片が何分子存在するかを計算した。モル吸光係数は、各 PCR産物を構成するヌクレ

オチド残基のモル吸光係数の総和である。この値をそれぞ、れの溶液のモル濃度で、割るこ

とでモル吸光係数を求めた。この値から目的の cDNA断片が 1μl当たり 1、10、100、

1000、10000、100000分子入っている標準溶液を作成した。 PCR産物は BigDye

terminator v1.1 cycle sequencing kit (ABI)を用いて ABIPRISM 310 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems)で、シークエンスし目的の配列が正確に増幅されている

かを確認した。
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. real-time PCR 

各酵素 cDNA標準溶液を real-timePCRして ThresholdCycle (Ct)を求め、標準

曲線を描いた。 Ctとは real-timePCRによって増幅される蛍光が検出され始める

PCRサイクル数を示す。標準曲線から各酵素 cDNAのreal-timePCRの 1サイクル

当たりの増幅効率を求めることができる。 P450(17α)cDNAのPCR効率は1.7倍で

あったが、他の酵素 cDNAは1.95ー 2.05倍であった。

10日齢オスラットの海馬から抽出したtotalRNAを逆転写し、cDNAを合成した。

海馬 cDNAと、各酵素 cDNA標準溶液を real-timePCRし、各酵素 cDNAの標準曲

線から反応溶液中に何分子の目的となる mRNAがあるかを算出した。また、 1mg 

タンパク質あたりの totalRNA量を求めた。この値から海馬にエストラジオール合成

系酵素 mRNAのmgタンパク質あたりの分子数を算出した。

32 



以
下
に
本
実
験
で
、
行
っ
た

re
al
-t
i
m
e
P
C
R
条
件
と
使
用
し
た
プ
ラ
イ
マ
ー
の
配
列
を
示
す
。

G
e
n
e
 

p
r
i
m
e
r
 s
e
q
u
e
n
c
e
 (
fo
rw
ar
d)
 

p
r
i
m
e
r
 s
e
q
u
e
n
c
e
 (
re
ve
rs
e)
 

le
ng
th
 (
bp
) 

an
ne
al
in
g 
t
e
m
p
e
r
a
t
u
r
e
 (
OC
) 

an
ne
al
in
g 
ti
me
 (
se
c)
 

el
on
ga
ti
on
 t
im
e 
(s
ec
) 

G
3
P
D
H
 

5
'
-
A
A
C
G
A
C
C
C
C
T
T
C
A
T
T
G
A
C
C
T
C
-
3
'
 

5'
・C
C
T
T
G
A
C
T
G
T
G
C
C
G
T
T
G
A
A
C
T
-
3
'

8
3
 

5
5
 

5
 

15
 

S
t
A
R
 

5'
-
G
C
A
A
A
G
C
G
G
T
G
T
C
A
T
C
A
G
-
3
'
 

5
'
-
G
G
C
G
A
A
C
T
C
T
A
T
C
T
G
G
G
T
C
T
-
3
'
 

1
7
2
 

5
5
 

5
 

15
 

P
4
5
0
s
c
c
 

5
'
-
T
A
T
T
C
C
G
C
T
T
T
G
C
C
T
T
T
G
A
G
-
3
'
 

5
'
-
C
A
C
G
A
T
C
T
C
C
T
C
C
A
A
C
A
T
C
C
-
3
'
 

7
4
 

6
6
 

1
0
 

2
0
 

3
s
-
H
S
D
 

5'-
A
G
G
C
C
T
G
T
G
T
C
C
A
A
G
C
T
A
G
T
G
T-
3' 

5'
ー
C
T
C
G
G
C
C
A
T
C
T
T
T
T
T
G
C
T
G
T
A
T
-
3' 

16
1 

6
0
 

10
 

8
 

P
4
50
(1
7α
) 

5'
・C
A
T
C
C
C
C
C
A
C
A
A
G
G
C
T
A
A
C
-
3
'

5
'
-
T
G
T
G
T
C
C
T
T
G
G
G
G
A
C
A
G
T
A
A
A
-
3
'
 

6
1
 

6
2
 

10
 

2
0
 

1
7
s
-
H
S
D
-
1
 

5'
・C
T
G
A
A
T
T
G
G
G
A
T
G
G
T
C
T
G
C
-
3
'

5
'
-
G
G
C
T
A
C
A
T
A
G
T
G
A
A
A
C
C
T
T
G
T
C
-
3
'
 

1
3
3
 

5
8
 

2
0
 

10
 

1
7
s
-
H
S
D
-
3
 

5'
・C
T
G
A
C
T
T
G
G
A
C
A
A
C
A
C
C
A
T
-
3
'

5'
ー
C
T
G
T
C
A
A
C
A
G
T
G
G
A
A
C
C
G
-
3
'

15
9 

5
5
 

2
0
 

10
 

1
7
s
-
H
S
D
-
4
 

5
'
-
G
A
C
G
C
C
T
C
A
A
G
G
A
T
G
T
T
G
G
-
3
'
 

5
'
-
A
G
C
C
G
T
T
C
T
T
C
A
G
G
T
C
A
A
T
-
3
'
 

11
7 

5
5
 

2
0
 

1
0
 

P
4
5
0
a
r
o
m
 

5
'
-
A
T
C
G
G
A
A
G
A
A
T
G
C
A
C
A
G
G
-
3
'
 

5
'
-
A
G
T
G
T
A
A
C
C
A
G
G
A
C
A
A
C
T
T
T
-
3
'
 

1
7
0
 

6
6
 

10
 

2
0
 

A
d
4
B
P
 /

 S
F
-
1
 

5
'
-
G
A
G
G
G
T
T
G
G
C
A
T
G
A
C
T
G
T
-
3' 

5
'
-
G
C
T
C
G
G
A
T
G
T
C
T
C
T
G
A
G
C
A
-
3
'
 

1
5
6
 

5
5
 

10
 

15
 

ER
α 

5
'
-
G
C
A
C
A
T
T
C
C
T
T
A
C
A
A
A
C
C
T
A
C
T
-
3
'
 

5
'
-
A
G
T
C
A
T
A
C
A
G
G
A
C
A
T
G
G
G
T
A
A
A
-
3
'
 

1
2
9
 

5
9
 

10
 

2
0
 

E
R
s
 

5
'
-
C
G
C
T
T
C
G
A
G
G
G
T
A
C
A
A
G
T
-
3
'
 

5
'
-
A
C
C
A
A
G
G
C
A
G
C
C
C
T
A
A
G
A
-
3
'
 

1
8
9
 

5
9
 

10
 

2
0
 

各
プ

ラ
イ

マ
ー

は
fo
rw
ar
d
と

re
ve
rs
e
を
等
量
ず
つ
混
合
し
、

RN
as
e-
fr
ee

水
で
、

5
μ
M
に

希
釈

し
た

。
各

々
の

酵
素

、
タ

ン
パ

ク
m
R
N
A
の

re
al
-t
im
e
P
C
R
は
以
下

の
よ
う
に
試
薬
を
調
製
し
行
っ
た
。

G
e
n
e
 

M
a
s
t
e
r
 M
i
x
 (μ

1) 
p
r
i
m
e
r
 (μ

1) 
RN
as
e-
fr
ee
 w
a
t
e
r
 (μ

1) 
te
mp
la
te
 (
ng
) 

G
3
P
D
H
 

5
 

1
 

3
 

1
0
0
 

S
t
A
R
 

5
 

1
 

3
 

1
0
0
 

P
4
5
0
s
c
c
 

10
 

4
 

。
6
0
0
 

3
s
-
H
S
D
 

5
 

2
 

。
3
0
0
 

P
4
5
0
(
1
7
α
)
 

10
 

4
 

。
6
0
0
 

1
7
s
・H
S
D
-
1

5
 

2
 

1
 

2
0
0
 

17
s
・H
S
D
-
3

5
 

1
 

3
 

1
0
0
 

17
日
-
H
S
D
-
4

5
 

1
 

3
 

1
0
0
 

P
4
5
0
a
r
o
m
 

5
 

2
 

O
 

3
0
0
 

A
d
4
B
P
 /

 S
F
-
1
 

5
 

1
 

3
 

1
0
0
 

ER
α 

5
 

1
 

2
 

2
0
0
 

E
R
s
 

5
 

1
 

2
 

2
0
0
 

M
a
s
t
e
r
 m
ix
; 
S
Y
B
R
 G
r
e
e
n
 R
e
a
l-
t
i
m
e
 P

C
R
 M
a
s
t 巴
r
M
i
x

3
3
 



海馬スライスの有機スズ処理法

[準備試薬]

OTri-n-butyltin Chloride (TBT);東京化成

ODi-n-butyltin Dichloride (DBT);東京化成

ホルモン測定用エタノールで 1M溶液を作成し、それをエタノールで希釈して 10μM、

100 11M、1mM、10mMのTBT、DBTストック溶液を調製した。

[実験方法]

ラット海馬スライスの培養を開始して 24時間経過後、培地を無血清培地に交換した。

その際、有機スズのエタノール溶液を無血清培地の 1/1000量(1.1μ1)加え、よく混合

した。無処理スライスの培地にはホルモン測定用エタノールを1.1μl加えた。有機スズ

処理は 48時間行った。

海馬スライスからの totalRNA抽出、 cDNA合成、 mRNA定量法

【実験方法】

海馬スライスにトリブチルスズを 48時間作用させた後、先鈍ピンセットでミリセル

培養プレートインサートをつかみ、表面と裏についている培地をピペットマンで吸い取

った。ミリセル培養プレートインサート上のスライスをセルスクレイパーでかき集め、

Buffer RLT 300μlを添加して、チップの先を切ったピペットマンで細胞を残さないよ

うに吸い取り、 2mlのエッベンドルフチューブ、または 2mlのアシストチューブ内に

回収した。再度 BufferRLT 300μlを添加して同様の操作を行い、 tota1600μlとした。

2mlエッベンドルフチューブに回収した場合は、ポリトロンを用い、目盛り 5(30 sec) 

のホモジナイズを 1回行った。ポリトロンのプレードは 1サンフ。ル毎に BufferRLTで

洗った。アシストチューブ?に回収した場合は、前もってチューブ内にジルコニアボール

を1個入れておき、 Microsmashで4800rpm、30sec処理を行った。

ホモジネートは、ラット新鮮海馬の totalRNA抽出法及び cDNA合成法と同じ方法

で処理し、 mRNA量を定量した。

34 



タンパク質定量法 (BCA法)

real-time PCR用サンプル、エストラジオール抽出用サンプルのタンパク定量は BCA法によ

り行った。

[実験器具】

Oマイクロプレート;SUMILON 
O電動ヒ。ベット;RAININ edp2 

Oマイクロプレートリーダー;TOSOH MPRA4 

[準備試薬】

OBCAタンパク質定量試薬A液・B液;PIERCE 

00.1 %SDS溶液

01MNaOH 
Oウシ血清アルブミン標準溶液 (BSA標準溶液) (2 mg I ml) ; PIERCE 

[実験方法]

ミリセル培養プレートインサート上で培養した海馬スライスを溶出用NaCl溶液中で、

ホモジネートし、 SDS.NaCl混合溶液 (0.1% SDS: 1 M NaOH = 1: 1)で 10倍に

希釈し、タンパク定量のサンプルとした。マイクロプレートの各 wellに、タンパク定量用サンブp

ルを 5、10、15、20μlずつ、 SDS.NaCl混合溶液を 15、10、5、Oμlずつ、蒸留水を

10μlずつ加えた。ウシ血清アルブミン標準溶液 (BSA標準溶液)を 0、2、4、6、8、10μl

ずつ、蒸留水を 10、8、6、4、2、Oμlずつ、 SDS.NaCl混合溶液を 20μlずつ加えて、各

wellの全量が 30μlになるようにした。 BCA試薬A液とB液を50:1で混合し、全てのwell

に200μlずつ加えた。このマイクロプレートを60
0
Cで30min加熱して発色させ、マイクロプ

レートリーダー (TOSOHMPRA4)で吸光度 (550-600nm)を測定した。 BSA標準溶液の

検量線カミら各サンフ。ノレのタンパク質濃度を求めた。
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2-1・3.結果

海馬スライス培養におけるエストラジオール合成活性の経時変化

ラット海馬の denovoのエストラジオール合成活性を解析するため、海馬スライス

を無血清培地で培養した。

海馬スライスは培養開始から 2-3週間後にニューロン聞の相互作用が回復する

[108]。そのため、スライスを用いた多くの研究は 2-3週間前培養を行った後のスライ

スを使用している。しかし、ニューロステロイド合成活性の測定に最適な培養期間は検

討されていない。そこで、スライスのエストラジオール合成活性の培養期間依存性を検

討した。

10-12日齢のラットから作成した海馬スライスを用い、最初の 24時間は血清入り培

地で培養し、その後無血清培地で 11日間培養した。培養開始から、 1-2、4-5、7-8、
10-11日の無血清培地を回収し、エストラジオールを RIAで定量した。 48時間の培養

中に培地に放出されたエストラジオール量は 1-2日が最も多く、その後は徐々に減少

していく (Fig.2-1・2)。この結果から、海馬エストラジオール合成活性は培養期間が短

いほど活性が高いことが明らかになった。

作成直後のスライスを無血清培地で培養すると生存率が極端に悪化する。そこで最初

の24時間は血清入り培地で培養し、その後無血清培地で培養することとした。

今後の実験では、培養開始から 24時間、血清入り培地で前培養した後に無血清培地

に交換し、直ちに実験に用いることとした。

，.園、、

ε 
コ 40 .-
てコ
ω 
ε 30 一ε 
--20 。
ヒεン 10。
てコ

O m L-
-+-' 1-2 4-5 7・8 10-11 cf) 

w 
Incubation period (day) 

Fig. 2-1-2 Estradiol content in cultured medium of hippocampalslices. 
Hippocampal slices were pre・culturedwith serum-containing medium 24 hours， 

then cultured with serum-free medium. The medium was changed daily， and medium 
of 1 and 2， 4 and 5， 7 and 8， 10 and 11 days were combined. Estradiol content of the 
combined medium was determined by RIA. The error bars indicate the S.O. 
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海馬スライスに対するトリブチルスズの毒性の検討

トリブ、チノレスズは強い細胞毒性を持つことが報告されている。そこでラット海馬に対

して細胞毒性が見られるトリブチノレスズ濃度を測定した。

スライスの培地にトリブチルスズ (0.01-1μM)とPIを同時に添加し、 PIの細胞へ

の取り込みを測定することでトリブチルスズの細胞毒性を検討した。

PIはダメージを受けた細胞膜を通過し、細胞内で核酸と結合すると赤い蛍光を発す

る。海馬スライスをトリフ守チルスズの無い状態で 48時間培養すると、約 20%の細胞が

PIにより染色された。この PIの取り込みは、 48時間培養時に 0.3-1μMのトリブチ

ルスズを添加した場合に有意に増加した。この結果からトリブチルスズによる細胞毒性

は0.3ー 1μMで現れることが明らかになった。 0.3μM以下の濃度 (0.01-0.1μM)で、

は細胞生存率に影響は見られなかった。
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Fig. 2-1-3 Relative damage of the hippocampal cells after incubation with 
various concentrations of tribu旬Itin.
Hippocampal slices were incubated with or without various concentrations of 

tributyltin for 48 hours. Cell damage was assessed by monitoring the P.I uptake. 
PI uptake is expressed as a percentage of total uptake after the slices were 
exposed to glutamate (50 mM) for 24 hours. The values are means of four 
separate experiments. The error bars indicate the S.O. Significant difference 
between the cell damage in treated slices and that in non-treated slices:ヘp<
0.05. 
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海馬エストラジオール合成系酵素 mRNA絶対量の解析

まず海馬エストラジオール合成系酵素 mRNAが本実験で用いる 10日齢ラット海馬

で発現しているかを確認した。

10 日齢ラット海馬におけるエストラジオール合成系酵素 (StAR、P450scc、

P450(17α)、3s-HSD、17s・HSD-3、P450arom)の mRNAの絶対量を real-timeRT-PCR 

を用いて解析した。これら酵素、タンパク質の mgタンパク質当たりの絶対量を Fig.

2-1・4に示す。解析した全ての mRNAが海馬で発現していることが確認された。

また、 17s-HSD-1、-4の mRNA量も解析した。これらはそれぞれエストラジオールか

らエストロンを合成する反応(17s-HSD-l)とその逆反応(17s-HSD-4)を触媒する酵素

である。 P450scc、P450(17α)、3s-HSD、17s-HSD-1の mRNA絶対量は mgタンパ

ク質あたり 105分子以下で、あった。

StAR 

P450scc 

P450(17α) 

3s-HSD 

17s-HSD・3

P450arom 

17s-HSD・4

17s-HSD-1 。

28士3.7

0.2 0.4 3 

106 moleculesl mg protein 

Fig. 2-1-4 Amounts of mRNA for StAR protein and steroidogenic enzymes in 
hippocampus of 10・day-oldrat. 
The mRNA contents in freshly isolated rat hippocampus are given as molecules per mg 
proteins. The error bars indicate the S.O. (n=3). 
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海馬エストラジオール合成系酵素 mRNA量に対するトリブチルスズの影響

無処理スライスに対するトリブチルスズ処理スライス中の海馬エストラジオール合

成系酵素、タンパク質 mRNAの相対量を real-timeR千PCRを用いて調べた。また、

末梢ステロイド合成器官でステロイド合成分子の転写を促進する Ad4BPI SF-1 

mRNA量変化も解析した (Fig.2-1-5)。

0.1μM トリブチルスズ処理により P450U7α)とP450aromのmRNA量は約 2倍に

増加した (Fig.2-1-5)。しかし 1μM トリブ、チルスズ処理では顕著な影響はみられなか

った。また ERsの mRNA量は 1μMトリブチルスズ処理により約 8倍に増加した。そ

の他の酵素、タンパク質 mRNA量には 0.01-1μMのトリブチルスズによる影響はみ

られなかった。
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Fig. 2-1-5 Relative amounts of mRNA for steroidogenic enzymes and estrogen 
receptors after incubated with tributyltin. 
Slices were incubated with 0.01 to 1μM tributyltin 48 hours， and the mRNA contents 

for StAR， steroidogenic enzymes and estrogen receptors were determined. Values are 
given as relative to those of the slices cultured without tributyltin. The error bars indicate 
the S.O. (n=4). Significant difference between the amount of mRNA in cultured slices 
with and without tributyltin:六p< 0.05. 
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海馬スライスのエストラジオール合成に対するトリブチルスズの影響

エストラジオール合成系酵素で、ある P450(17α)、P450aromの mRNA量を増加させ

る条件で海馬スライスをトリブpチノレスズ処理し、海馬スライス中のエストラジオール合

成に対する影響を解析した。

血清入り培地で前培養した直後のスライス中には 19.0+7.1fmol/ mg proteinのエ

ストラジオールが検出された (Fig.2-1・6)。無血清培地で 48時間培養後のスライス及

び培地中のエストラジオール量は 39.7::t6.8 fmol / mg proteinに増加した。この増加分

は、 48時間培養中に海馬スライスが denovoで合成したエストラジオール量を示して

いる。この合成量は Fig.2-1・6の破線の上側で示される。

スライスを 0.1μMのトリブチルスズの存在下で 48時間培養すると、スライス及び

培地中のエストラジオール量は 65.1::t14.4 fmol / mg proteinとなり、 トリブチルスズ

無しで 48時間培養したスライスと比べると有意に増加していた。 1μMトリブPチノレス

ズ処理後のエストラジオール量は 54.8土9.6fmol / mg proteinとなり有意な増加は認

められなかった。
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Fig.2-1・6Estradiol conten包 incultured hippocampal slices before and after incubation. 
Estradiol was extracted from hippocampal slices after 24-hour pre-culture in serum-containing 

medium (before incubation)， and extracted from the slices and medium after another 48-hour 

incubation in serum-free medium containing 0， 0.1 or 1μM tributyltin (after incubation). The error 
bars indicate the S.D. (n=5). Significant difference between the estradiol content:ヘp< 0.05. 
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海馬エストラジオーノレ合成系酵素 mRNA量に対するジブFチノレスズの影響

Yamazakiらはウシ副腎細胞を用いた実験で ジブ、チノレスズによってもステロイド合

成系酵素 mRNA発現が阻害されることを報告している [106]。そこで、ジブチルスズ

による海馬エストラジオール合成系酵素 mRNA量の変化を調べた。 Fig.2・1-7に無処

理スライスに対する 0.01-1μMジブ、チルスズ処理スライス中の各酵素、タンパク質

mRNA量を示す。

1μMジブチルスズ処理により StAR、P450(17α)と3s-HSDの mRNA量が約 3倍

に増加した (Fig.2・1-7)0 0.1μMジブチルスズ処理では P450arommRNA量が約 2倍

に増加した。 P450scc、17s-HSD-3のmRNA量には本実験で用いた 0.01-1μMジブ

チルスズでは影響はみられなかった。
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Fig.2-1・7Relative amounts of mRNA for steroidogenic enzymes after incubated 
with dibutyltin. 
Slices were incubated with 0.01 to 1μM dibutyltin 48 hours， and the mRNA contents 

were determined. Values are given as relative to those of the slices cultured without 
dibutyltin. The error bars indicate the S.D. (n=3). Significant difference between the 
amount of mRNA in cultured slices with and without dibutyltin:ヘp< 0.05. 
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海馬スライスのエストラジオール合成に対するジブチルスズの影響

10 日齢ラット海馬スライスのエストラジオール合成能に対するジブ、チルスズの影響

を解析した。血清入り培地で前培養後のスライス中には 19.0::!:7.1 fmoll mg proteinの

エストラジオールが検出された (Fig.2-1・8)。無血清培地で 48時間培養後のスライス

及び培地中のエストラジオール量は 48.7:!:11.1 fmoll mg proteinに増加した。この増

加分は、 48時間培養中に海馬スライスが denovoで合成したエストラジオール量を示

している。

スライスを0.1μM、1μMのジブチルスズの存在下で48時間培養すると 42.2+10.2，

42.9+ 17.9 fmol / mg proteinとなり、エストラジオール量に有意な変化は認められな

かった。
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Fig. 2-1-8. Estradiol conten包 incultured hippocampal slices before and after incubation. 
Estradiol was extracted from hippocampal slices after 24・hourpre-culture in serum-containing 
medium (before incubation)， and extracted from the slices and medium after another 48・hour
incubation in serum-free medium containing 0， 0.1 or 1μM dibutyltin (after incubation). The error 
bars indicate the S.D. (n=3). 
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2-1・4.考察

この実験では、細胞毒性が現れない濃度である 0.1μMのトリブチルスズで、海馬スラ

イスを処理すると、スライスのエストラジオール合成が充進することを示した。このと

き、 P450(17α)とP450aromのmRNA量も増加していた。おそらくトリブ、チルスズは

これら P450の転写を促進しエストラジオール合成を允進させたと考えられる。しかし、

1μM トリブチルスズで処理した海馬スライスのエストラジオール合成は充進されな

かった。 1μMトリブチルスズ処理により海馬の細胞は約 60%が死滅するためエストラ

ジオール合成が充進されないと考えられる。一方、 0.1μMジブチルスズで海馬スライ

スを処理すると P450arommRNA量が約 2倍に増加した。また、1μM処理では StAR、

P450(17α)、3s-HSDmRNA量の増加が観察されたが、どちらの条件でも海馬エストラ

ジオーノレ合成の充進はみられなかった。 1μMジブチルスズで処理した場合は、 トリブ

チルスズ同様細胞の多くは死滅していると考えられる。そのため、エストラジオール合

成の充進が観察されなかったのであろう。 0.1μMジブチルスズ処理では P450arom

mRNA量は増加したが、海馬エストラジオール量は増加しなかった。 P450arommRNA 

量の増加は必ずしもエストラジオール合成量増加にはつながらないようである。

海馬ステロイド合成はどの酵素により調節されているかは未だ明らかではない。一方、

末梢内分泌腺においては StARがステロイド合成の律速段階であり、調節部位である

[27]。ウシ副腎皮質細胞における StARのmRNA量は P450(17α)の 1/20と、ステロイ

ド合成系酵素類の中で最少量である [106]。また、副腎培養細胞に ACTHを作用させ

ると、 StARの転写活性は著しく上昇し、 StARmRNA量の増加とともにステロイド合

成が充進する。しかし、ラット海馬では StARmRNA量は P450(17α)の約 3倍と、刺

激の無い状態でも比較的大量に存在する。 トリブチルスズは StARmRNA量を増加さ

せず、 P450(17α)mRNA量を増加させ、エストラジオーノレ合成を充進させた。海馬エ

ストラジオール合成における StARは調節部位でないのかもしれない。

トリブチルスズ 125ppmをラットに経口投与すると血中エストラジオール濃度が減

少するという報告がある [109]。また高濃度のトリブチルスズ (6μM)はP450arom活

性を阻害する [105]。また、ウシ副腎初代培養細胞にトリブチルスズやジブチルスズを毒性

濃度以下の 0.01μMでそれぞ、れ作用させると、 P450(17α)や P45011sなどの発現が抑制さ

れステロイド、ホルモン合成は強く阻害された [106]。一方、 Nakanishiらは 0.01μMのトリ

ブテチルスズがヒト械毛細胞株の P450arom活性とその mRNAの発現を上昇させること

を報告している [89]。本実験でも同様にトリブPチノレスズはその毒性を発現する濃度以

下である 0.1μMで、 P450aromの転写を活性化させた。これはヒト紋毛細胞株を用い

た実験結果と一致する。

トリブ、チルスズに汚染された野生動物において、トリブチルスズは脳で比較的高濃度

で検出される [98，100]。トリブチルスズは脳内で P450(17α)や P450aromなどの転写

に影響を与えることで脳機能に影響を与えるのかもしれない。海馬で合成されるエスト

ラジオールはスパイン形成など海馬機能にとって重要な現象に関わる。低濃度のトリブ

チルスズは海馬におけるスパイン形成を促進する可能性がある。

Nakanishiらはトリブチノレスズがヒト紙毛細胞株の P450arom活性とその mRNAの

発現を上昇させる際に RXRのアゴ、ニストとして作用することを報告している [89]。し

かしラット海馬では PPARアゴ、ニストであるジブチルスズによっても P450arom

mRNA量の増加が観察された。 P450aromは組織特異的なプロモーターにより、転写

調節が行われており、脳での転写調節は胎盤での調節とは異なる [110]。ラット海馬で

はPPARによっても P450aromの転写調節が行われているのかもしれない。
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次の実験では、RXRアゴ、ニストである 9-cis-レチノイン酸を海馬スライスに作用させ、

ニューロステロイド合成に対する影響を解析した。
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2-2レチノイン酸による影響

この節では海馬エストラジオール合成に与える内因性物質の影響について述べる。前

節で述べたように、 RXRアゴニストであるトリブPチノレスズは海馬エストラジオール合

成を充進させた。そこで RXRの内因性アゴ、ニストであるレチノイン酸を海馬に作用さ

せエストラジオール合成に対する影響を調べた。

2-2・1.緒言

ビタミン A誘導体であるレチノイドは視覚、生殖、細胞分化、骨の発達など多くの

器官における生理的過程に関与する。レチノイドはまた細胞の増殖に不可欠な物質で、

欠乏すると角膜、皮膚、粘膜などの乾燥、角質化などの症状がみられる。必要以上に採

りすぎると、悪心、眠吐、日蓄眠などの症状が現れ、慢性では発育停止、脱毛、貧血など

が起こる。また、胎児の発生にもレチノイドは深く関わる。

レチノイン酸はレチノイドに変換され、特異的レセプターに結合した後生理作用が現

れる。レチノイン酸のレセプターには RARとRXRが存在し、それぞれ 3つのアイソ

フォームがある (RARα，s，y，RXRα， s， y) [91， 92， 111]。これらは核内レセプターであ

り、リガンドが結合するとホモダイマーあるいはヘテロダイマーを形成し標的遺伝子の

転写を調節する [112]。特に RXRは RARだけでなく、甲状腺ホルモンレセプター

(thyroid hormone receptor: TR)やビタミン Dレセプター (vitaminD receptor: VDR) 

など様々な核内レセプターとヘテロダイマーを形成し作用する [111]。

レチノイン酸は、神経系の発達に対しても重要な働きをしている。レチノイン酸は神

経前駆細胞に作用し胎児の後脳、網膜、嘆覚系、延髄の発生を調節する [113]。また、

神経細胞の細胞骨格を変化させ、スパイン形成を誘導する [11410RAR、RXRの発現

は海馬でも確認されている [114]。また成体ラット海馬における神経新生にも影響を与

えることが報告されている [115]。さらに、レチノイン酸は空間記憶能力にも影響を及

ぼす。レチノイン酸を欠乏させたラットの空間記憶能力は低下し [116]、一方でレチノ

イン酸投与により空間記憶能力は上昇する [115，11610 RARsあるいは RXRs/yノック

アウトマウスの海馬では長期増強が誘導されず、そのため空間記憶能力が低下すること

が報告されている [11710Shinozakiらはレチノイン酸に神経保護作用があることを報

告し、酸素やグルコースが不足することにより誘導される細胞死を防ぐことを示した

[118]。またレチノイン酸はシナプシンや神経成長因子といった神経伝達に重要なタン

パク質の発現量を増加させ、スパイン形成を促進する [114]。このように、レチノイン

酸は空間記憶能力、神経保護、スパイン形成に深く関わる。

精巣のテストステロン合成は、ビタミンAが不足すると低下し、ビタミンA誘導体であるレ

チノイン酸で活性化される [12]。また、卵巣エストラジオーノレ合成もレチノイン酸に

より影響される [15]。このように末梢内分泌腺の性ホルモン合成はレチノイン酸によ

り調節される。しかし、海馬エストラジオール合成がレチノイン酸により影響されると

いう報告はない。海馬エストラジオール合成に関わる酵素、タンパク質は全て神経細胞

に局在している [77]。同様に RAR、RXRも海馬神経細胞で発現している [119]。よっ

て、レチノイン酸は性腺で性ホルモン合成に影響を与えるように、海馬エストラジオー

ル合成も調節している可能性がある。ラット海馬スライスを用いてこの可能性を追求し

た。
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2-2・2.実験方法

海馬スライスの 9-cis-、all-trans-レチノイン酸処理

[準備試薬]

Og-cis-retinoic acid; Sigma 
Oall-trans-retinoic acid; Sigma 

レチノイン酸の分注は暗所で、行った。また、窒素を満たした袋の中で分注することで

酸素による分解を防いだ。 DMSOで 10mMストック溶液を作成し、実験の都度ホノレ

モン測定用エタノールで希釈し実験に使用した。

[実験方法]

ラット海馬スライス作成法は第 2章ラット海馬スライス培養法で示した。 24時間前

培養を行い、無血清培地に交換した。その際、レチノイン酸のエタノール溶液を無血清

培地の 1/ 1000 (1.1μ1)量添加しよく混合した。無処理スライスの培地にはホルモン測

定用エタノールを1.1μl加えた。レチノイン酸によるスライスの処理は48時間行った。

レチノイン酸は培地中で不安定だと考えられるため、 12時間おきに培地を交換し、そ

の都度レチノイン酸を新たに添加した。

StARタンパク質、エストラジオール合成系酵素、 RAR、RXRmRNAの定量

2-1-2ラット新鮮海馬の totalRNA抽出法及び cDNA合成法、および海馬スライス

からの totalRNA抽出、 cDNA合成、 mRNA定量法に則って mRNAを定量した。
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ウエスタンブロッティングによる P450(17α)の検出

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動

【実験器具]

0電気泳動装置;AE-6450 (ATTO CORPORATION) 

【準備試薬]

012.5 %アクリルアミド溶液;300 ml 
アクリルアミド(和光純薬工業)87.6 g、N-N'-メチレンピスアクリルアミド (nacalai

tesque) 2.4 gを蒸留水に溶解させた。

Oセパレーションゲ、ル緩衝液

3 M Tris-HCl (pH 6.8)、0.3% SDS (w Iv) 

Oスタッキング緩衝液;250 ml 
0.5 M Tris-HCl (pH 6.8)、0.4% SDS (w I v) 

0ベルオキソ二硫酸アンモニウム(ApS);nacalai tesque 
ON， N， N'， N'-テトラメチノレエチレンジアミン (TEMED);和光純薬工業

OSDS処理液;100 ml 
50 mM  Tris-HCl (pH 6.8)、20%グリセローノレ、 5% SDS (w Iv) 

02-メルカプトエタノーノレ;nacalai tesque 

O電気泳動処理液

SDS処理液:2-メルカプトエタノール:ブロモフェノールブルー=9: 1: 1 

0電気泳動緩衝液

25 mM  Tris-HCl (pH 8.4)、 192mMグリシン

【実験方法]

ポリアクリルアミド、ゲルは使用する前日に作成準備した(セパレーションゲ、ル;

10%)。ポリアクリルアミドゲ、ル 2枚当たりの成分を以下に示す。

セバレーションゲル (10弘) スタッキングゲ、ル (4.5%) 

アクリルアミド溶液 7.5 ml 0.9 ml 
セバレーション緩衝液 4.5 ml 
スタッキング緩衝液 1.5 ml 
蒸留水 6 ml 3.6 ml 
APS 主、官型主主主邑

TEDED 10μl 10μl 

TEMEDとAPS以外の各溶液を混合し(脱気は行わなかった)、撹梓した。セバレー

ションゲル混合液に TEMEDとAPSを加え静かに撹枠し、ゲ、ル板の上から 3cmまで

流し込んだ。ゲ、ルの上面を乱さないようにシリンジを用いて蒸留水をのせ、室温で放置

し固めた。その後、蒸留水を捨て、スタッキングゲル混合液に TEMEDとAPSを加え、

ゲル板に流し込みコームをさした。室温で、ゲ、ノレを固めた。
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サンプルは電気泳動処理液と 1:1で混合した。このサンプル混合液を 3min熱湯に

浸し熱処理した。ポリアクリルアミドゲルを電気泳動装置にセットし、電気泳動緩衝液

を満たした。各 wellにサンフ。ルをピペットマンで流し込み電気泳動を行った。泳動後、

ゲ、ノレはウエスタンブロッティングに用いた。

プロッティング及び発光検出

【実験器具】

Oプロッティング装置;マリソル

【準備試薬】

0ブロッティング緩衝液;5L 
25 m M  Tris-HCl (pH 8.2)、192mMグリシン、 20%メタノール

Oブロッティング洗浄液 (TBST)

50 m M  Tris-HCl (pH 7.3)、0.9% NaCl、0.05% Tween 20 

010%スキムミルク

01次抗体;P450(17α) anti-serum 

02次抗体;Anti-rabbit Ig， biotinylated species-specific whole antibody (from 
donkey) (Amersham Bioscience) 

0発光試薬 (SuperSignal WestFemto Trial kit); Thermo SCIENTIFIC 

[実験方法】

電気泳動が終了する前に、プロッティング緩衝液に、メタノールと蒸留水で十分に湿

潤させた PVDF膜 (Hybond-P; Amersham)とろ紙を浸しておいた。電気泳動後、ゲル

もプロッティング緩衝液に浸した。ブロッティング装置に湿ったろ紙を 2枚のせ、その

上にゲルを置いた。ゲルの上にさらに 2枚のろ紙をのせた。電源を定電圧にセットし、

1時間プロッティングを行った。

ブロッティング後、 PVDF膜を TBSTで洗浄した (5min)。その後、 5%スキムミル

クに浸し、 2時間振蕩させた。一次抗体を 5%スキムミルクで 1000倍に希釈した。そ

の後、 PVDF膜をプラスティックパックに入れ、一次抗体溶液をその中に加え、シール

した。この抗原抗体反応は 4oc、オーバーナイトで、行った。

プラスティックバックから膜を取り出し、 TBSTで洗浄した (5min、4回)。その後、

再びプラスティックパックに入れ、 5%スキムミルクで 2000倍に希釈した二次抗体を

加えシールした (60min)。インキュベート後、膜を TBSTで洗浄した (5min、4回)。

PVDF膜をラップにのせ、発光試薬をかけて、 FAS-1000(TOYOBO)にセットした。検

出されたバンドの発光強度は、 Gel-PROAnalyzer (MediaCybernetics)を用いて解析し

た。
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ZE素免疫測定法 (enzymeimmunoassay: EIA)によるテストステロンの定量

[実験器具]

0マイクロプレートリーダー;TOSOH MPRA4 

[準備試薬】

0[1，2，6，7・3H]ーテストステロンストック溶液(およそ 5000cpm /100μ1); 3 ml 

5μlの[1，2，6，7・3H]-テストステロン原液 (GEHealthcare)を瓶の底に入れ、ドラフトチャン

パーで空気を噴きつけトルエンを飛ばし、ホルモン測定用エタノールを 3ml加えた。これを

冷凍庫に保管した。

Otestosterone EIA kit; Cayman 
テストステロンスタンダード

テストステロンアセチルコリンエステラーゼトレーサー

テストステロン抗体

エルマン試薬

EIA緩衝液

[実験方法】

抽出、精製

テストステロンは、第 2章ラット海馬スライス、培地からのエストラジオール抽出・

精製法とほぼ同じ手法で抽出、精製した。

相違点は、

・ホモジナイズの前に液量を1.1mlに調整した後、 25μlの 10% Tween 20を加え、

氷冷しながらポリトロンでホモジナイズした。

・ホモジネート、および血清には、回収率測定のために、 (3H)4・テストステロンを 20μl

ずつ加えた。

C18カラムからの 80%メタノール溶出液、 40%メタノール、 100%メタノール洗浄液はそ

れぞれ温水につけて、空気を吹き付けて完全に蒸発させた。 40%メタノール溶出物、

100 %メタノール溶出物を乾固した試験管には200μlの100%メタノールを加え 1mlのシ

ンチレーションカクテノレ入りのエッペンドルフチューブに移し、放射活性を測定した (ALOKA
LSC-6100)。

80 %メタノール溶出物を乾固した試験管に EIA緩衝液を加え、 EIAによる定量に用い

fこ。
EIAはtestosteroneEIA kitのマニュアルを参照にして行った。テストステロンスタ

ンダードを 10倍にミリ Q水で希釈する (bulkstandard : 10 ng / ml)。この bulk

standardをさらに 10倍に EIA緩衝液で希釈する (standard1: 1 ng / ml)o standard 1 

を2倍に EIA緩衝液で希釈する (standard2: 0.1 ng / ml)。次に、 standard2をEIA

緩衝液で 2倍に希釈する。 (standard3)この作業を繰り返し、 standard8まで作る

(standard 8: 7.8 pg / ml)。

テストステロンアセチルコリンエステラーゼトレーサーのガラス瓶に 6mlのEIA緩

衝液を加えた。また、テストステロン抗体が入ったガラス瓶に 6mlの EIA緩衝液を加
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えた。エルマン試薬のガラス瓶に 20mlのミリ Q水を入れた。エルマン試薬は作った

その日に使うようにした。上のようにして調製した試薬を用いてテストステロン量を測

定した。

測定方法

1.用意したサンプル、試薬を備え付けのプレートに入れていった。

プレートに入れる試薬は次の通りである。

well EIA bu仔er sample/std tracer antibody total 

blank O 

total 
5μl 5μl 

activity 

NS8 100μl 50μl 150μI 

80 50μl 50μl 50μl 150μl 

std/sample 50μl 50μl 50μl 150μl 

NSB: non-specific binding Bo: binding maximum 

2. 試薬、サンプルを入れた後、撹持・振蕩機上で反応させる (60min)。

3. wash bufferでwellを5回洗う。

4. エルマン試薬を各 wellに200μlずつ入れる。ここで、 totalactivityのwellに

エストラジオールアセチルコリンエステラーゼトレーサー5μIを加える。

5. 暗闇で反応させる (60-90min)~ 
6. マイクロプレートリーダーを用いて吸光度を測定する (412nm)。
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LC-MS IMSを用いたエストラジオールの質量分析

質量分析は、あすか製薬(株)に外注して行った。以下に概要を記す。

2-1・2ラット海馬スライス、培地からのエストラジオール抽出・精製法に則って

HPLCで分取したエストラジオール画分を、 ドライアイスと共に帝国臓器に送付した。

エストラジオーノレのイオン化効率を高めるために、エストラジオールは誘導体で、ある

estradiol-3-pentafluorobenzoxy-1 7 -methy lpyridinium -ester(E2-PFBz-methylpyridin 
ium)に変換した。エストラジオールサンプルの溶媒を蒸発させ、 5%の

pentafluorobenzyl bromide/acetonitrile (水酸化カリウム/エタノーノレ溶媒)と 55oc、

1時間の条件で反応させた。溶媒を蒸発させた後、 200μlの 2%の

2-fluoro・1-methylpyridinium・p-toluenesulfonate(溶媒はジクロロメタン)と 30μlの

10 % triethylamine (溶媒はジクロロメタン)を加え、 1時間 30分室温で反応させた。

反応生成物を 20% methanol溶媒に溶かし、 BondElute C18 column (Varian， USA) 
で精製し、溶媒を揮発させた。

質量分析には liquidchromatography-mass spectrometry / mass spectrometry 
(LC-MS / MS)システムを用いた。 LC部が Agilentll00(Agilent Technologies， USA)、
MS部が API-5000 (Applied Biosystems， USA)であり、 MS部で用いるイオン化法は正

イオン ESI(electrospray ionization)法で、ある。オートサンプラーは HTCPAL (CTC 
Analytics)、LC-MSのLC部用のカラムは、 TerraMS C18 column (2.1 mm i.d. X 100 
mm、3.5μm、Waters)を用いた。また、分析計本体はMS/MSが可能なトリプルステ

ージ四重極型質量分析計である。第一のステージが親イオンの分離分析部、第二のステ

ージがフラグメント生成用の衝突部、第三のステージがフラグメントイオンの分離分析

部となっている。

LC-MS/MS溶離液 AO.1%ギ酸、 LC-MS川iJ:S溶離液 B:アセトニトリノレ:メタ

ノーノレ=50: 50を調整し、作成した E2・PFBz-methylpyridiniumを、 LC-MS/MSi容
離液A:B = 35: 65の割合で、混ぜた溶離液 20μlに溶かし、 LC-MS/MSのLC部位

に注入した。 LC-MS/ MS溶離液A、Bを用いて以下のプログラムで試料を送液した。

0-0.5 min 溶離液A:溶離液 B= 35: 65→ 0: 100 (線形勾配変化)

0.5-3.0 min溶離液A:溶離液 B= 0: 100 
3.0-6.0 min溶離液A:溶離液 B= 40: 60 

溶離液の流速は 0.4ml/ minであり、 1試料あたり 6minのプログラムで、あった。

LCを通過した試料はMS/MS部位に導入され、イオン化後、 m/乞を測定することで

質量を測定した。以下MS/MSにおける測定条件を示す。

イオンスプレー電圧;5kV
ガス温度;600 oc 
第一ステージ;nebulizer gas 30 psi 
第二ステージ;turbo gas 75 psi 
第三ステージ;クラスター分離電圧 60V
窒素ガスを、 Q2collision cellにて collisiongasとして用いた。この過程で、エストラジ

オール誘導体の m危を測定すると、 544→ 339となった。エストラジオール誘導体の

保持時間の測定は安定同位体標識した Estradiol-13C4-PFBz-methylpyridiniumのm危
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値の変化 (548→343)を測定することで計測した。 E2の測定限界値は海馬組織 19あた

り0.1pgで、あった。
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2・2・3.結果

海馬エストラジオール合成系酵素、 ERmRNA量に対するレチノイン酸の影響

海馬スライスに、 9-ciS'レチノイン酸、 all-trans-レチノイン酸を作用させ (0.01-10

μM、48時間)、海馬エストラジオール合成系酵素、 ERの mRNA量の変化を解析した。

Fig.2-2-1、2-2・2にそれぞれ 9-cis-レチノイン酸、 all-trans-レチノイン酸による影響を

示す。 P450(17α)の mRNA量は 0.1-10μMの 9-cis-レチノイン酸処理で有意に増加

し、最大の変化は 1μMの 9-cis-レチノイン酸処理による 3倍の増加で、あった (Fig.

2・2-1)。また 1μMの 9-cis-レチノイン酸処理により P450aromとERsの mRNA量は

それぞれ、約1.5倍、1.2倍に増加した (Fig.2-2・1)。その他の酵素、レセプターmRNA

量 (StAR、3s-HSD、17s-HSD-3、17s-HSD-4、17s-HSD-1、ERα、Ad4BP/SF-1)に

は顕著な影響は観察されなかった。 all-trans-レチノイン酸による影響は見られなかっ

た (Fig.2-2-2)。
このように、RXRアゴニストである 9-cis-レチノイン酸がニューロステロイド合成分

子、 ERsの mRNA量に影響を与えたので、このスライス培養系に RXRシグナル伝達

系が機能しているかどうかを解析した。 cellularretinoid binding protein type-2 
(CRBP2)は、プロモータ一部分に RXR応答配列 (RXR-responsiveelement: RXRE)を

持つ RXRの標的遺伝子である[120，121]。海馬スライスの CRBP2mRNA量は 9・cis-
レチノイン酸処理により有意に増加したので、この海馬スライス系には RXR応答系が

十分に機能していることが確認された (Fig.2-2・1)。また CRBP2mRNA量に対する

9-ci汝レチノイン酸濃度依存性は、 P450(17α)mRNAに対する濃度依存性と、 mRNA

の増加率、 10μMで増加率が低下する逆 U 字型の形状など大変良く似ているので、

P450(17α)の発現も CRBP2と同じ RXRシグナル伝達系で活性化されていると考えて

矛盾はない。
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Fig. 2-2-1 Dose dependence of mRNA contents in cultured hippocampal slices on 
9・cis-retinoicacid. 
Slices were incubated with or without 0.01 to 10μM of 9・cis-retinoicacid for 48 hours. 

The amounts of mRNA were determined by real-time RT-PCR. The mRNA contents are 
given as values relative to those of the non-treated slices. The values are means of four 
separate experiments. The error bars indicate the S.O.ヘp< 0.05 in the paired statistical 
comparison with the non-treated slices. 
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Fig.2・2-2Dose dependence of mRNA contents in cultured hippocampal slices on 
all-trans-retinoic acid. 
Slices were incubated with or without 0.01 to 10μM of all-trans-retinoic acid for 48 hours. 

The amounts of mRNA were determined by real-time RT-PCR. The mRNA contents are 
given as values relative to those of the non-treated slices. The values are means of four 
separate experiments. The error bars indicate the S.D. 
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P450(17α)タンパク質量に対する 9-cis-レチノイン酸の影響

Fig.2・2・1で示したように、 11-lM9-cis-レチノイン酸により P450U7α)mRNA量は 3

倍以上に増加した。そこで P450(17α)タンパク質量の変化を解析した。海馬スライスの

ホモジネート (50μgprotein)をウエスタンプロッティングしたところ、 P450U7α)に特

異的な抗体と反応するバンドが検出され、その分子量は約 58000で精巣ホモジネート

に見られた特異的なバンドと同じ位置にあった。 1μM9-cis-レチノイン酸で海馬スライ

スを処理すると P450U7α)のバンド強度は約1.7倍に増加した (Fig.2・2-3)。このとき、

内部標準として用いたグリセルアノレデヒド3リン酸デヒドロゲナーゼ (glyceraldehyde

3-phospahte dehydrogenase: G3PDH)の特異的バンドの強度は変化しなかった。
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Fig. 2-2-3 Western blotting and protein conten包 ofP450(17α) in cultured rat hippocampus. 
Slices were incubated with or without 1μM of9・cis-retinoicacid for 48 hours. The homogenates of 

cultured slices (50μ9 protein) and rat testis (2.5悶 protein)were subjected to Western blotting 

analysis against anti-body for P450(17α) and G3PDH (a). Bands intensity of P450(17α) in the 
homogenate was digitized and represented as relative intensity (b).ヘp< 0.05 in the paired 
statistical comparison with the non-treated slices. 
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9-cis-レチノイン酸が海馬テストステロン、エストラジオーノレ量に与える影響

24時間の前培養後の海馬スライスのテストステロン量は 43.7:i:2.9 fmol / mg 

proteinであった。 9-cis-レチノイン酸無し(無処理スライス)、または 9・C1S-レチノイン

酸 0.1、1μM存在下で海馬スライスを 48時間培養すると、テストステロン量はそれぞ

れ、 92.6:i:29、190+60、178+ 60 fmol / mg proteinとなり無処理海馬スライスに対し

有意に増加した (Fig.2・2・4)。棒グラフの黒塗りの部分は 48時間の培養中に海馬スラ

イスが denovo合成したテストステロン量を示す。無処理スライス、 9・cis-レチノイン

酸 0.1、1μM処理したスライスの denovoテストステロン合成量はそれぞれ約 49、146、

34 fmol / mg proteinであり、 0.1μM9-cis-レチノイン酸処理により無処理海馬スライ

スのテストステロン合成の約 3倍、 1μM処理で約 2倍に増加した。

また、 RIAによりエストラジオールの定量を行った。 24時間の前培養後の海馬エス

トラジオール量は 19.0:i:7.1fmol/ mg proteinで、あった。 48時間培養後の無処理スラ

イス、 9-cis-レチノイン酸 0.1、1μM処理後のスライス・培地のエストラジオール量

はそれぞれ、 51.8+4.7、74.2:i:13.6、83.1:i:6.7 fmol/ mg proteinであり、無処理海馬

スライスに対し有意に増加した (Fig.2・2・4)。このグラフで棒グラフの黒塗りの部分は

48時間の培養中に海馬が denovo合成したエストラジオール量を示す。 9-cis-レチノイ

ン酸 0.1、1μM処理後の denovoエストラジオール合成量はそれぞれ約 55、64fmol / 

mg proteinであり、無処理海馬スライスの約 32fmol / mg proteinに対し、約 2倍に増

加した。このようにこの実験結果は 9-cis-レチノイン酸により海馬エストラジオール合

成が充進することを示している。

エストラジオールの定量法としては、 RIA、EIAなど、特異的な抗体を用いた免疫学

的手法が一般的である。しかし、これらの手法には共雑物による誤差、類似化合物によ

る誤差等が大きく、生体サンプルに用いるには注意が必要である。実際、同じサンプル

をいくつかの免疫学的手法と LC-MS/ MSで定量して比較すると、測定値に大きな食

い違いが見られる [122]。そこで本実験では RIAに加えて LC-MS /MSによってもエ

ストラジオールの定量を行った。

その結果、無処理スライス中の 48時間培養後のエストラジオール量は、 LC-MS/MS

の測定では 27.2:i:2.7fmol/ mg proteinであり、 RIAの測定では 51.8+4.7fmol / mg 

proteinで、あった。 1μMの9-cis-レチノイン酸の存在下で 48時間培養したスライスで

は、 LC-MS/MSの測定値が 64.5:i:34.5 fmol / mg protein、RIAの測定値は 83.1:i:6.7
fmol / mg proteinで、あった (Fig.2・2-5)。血中エストラジオ一ルを LC

を用いて定量した Nelsonらの実験でで、は、 LC-MS/ MSで定量した方が測定値が高い

[122]。一方、本実験結果ではやや低めの値となった。本実験で用いた抗エストラジオ

ーノレ抗体はエストロン、エストリオーノレとも交差反応するが、定量前に HPLCでこれ

らの類似ステロイドは分離しており、測定値の食い違いの原因は不明である。しかし、

エストラジオール濃度も概ね近い値であり、 9-cis-レチノイン酸処理により海馬のエス

トラジオール量が約1.5-2倍に増加する点でも一致した。 RIAでの定量値と、 LC-MS

/ MSの定量値が概ね一致したことから、両者での定量に本質的な差異がないことが確

認された。
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Fig.2・2-4Testosterone and estradiol conten胎 incultured hippcampal slices. 
Sex steroids were extracted from the slices after the 24・hourpre-culture (before 

incubation)， and slices and medium after the 48-hour incubation with 0， 0.1 or 1μM 
9・cis-retinoicacid. The extracted testosterone and estradiol were quantified by EIA and 
RIA， respectively.ヘp< 0.05 in the paired statistical comparison with the non-treated slices. 
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Fig.2・2・5Estradiol contents in cultured hippcampal slices. 
Estradiol were extracted from the slices and medium after the 48-hours 

incubation with 0 and 1μM9・cis-retinoicacid. The extracted estradiol was 
quantified by LC-MS / MS. 
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10日齢と 8週齢ラット海馬の海馬エストラジオール合成系酵素、レチノイドレ

セプターmRNA量の比較

以上の実験により、 9-cis-レチノイン酸が 10日齢ラット海馬スライスのエストラジオ

ール合成を尤進させることが明らかになった。成体のラット海馬でもエストラジオール

は denovoで合成される [77]。そこで 10日齢ラットと 8週齢ラットの海馬におけるニ

ューロステロイド合成酵素、 RXR、RARの mRNA量を比較した (Table 2-1) 0 10日

齢ラット海馬のエストラジオール合成系酵素 mRNA量は Fig.2-1・4で示したものであ

る。 8週齢ラット海馬では、 P450sccmRNAは検出できたが、 10日齢ラット海馬の半

分以下の量であり、正確に定量できなかった。また、 17s-HSD-4 mRNA量は 10日齢

ラット海馬の約 1/3で、あった。その他のニューロステロイド合成酵素類の mRNA量は

10日齢ラットと 8週齢ラット海馬で有意な差はみられなかった。 RXR、RARのmRNA

は 10日齢、 8週齢ラット海馬で同程度の発現が観察された。

Table 2-11 
Transcript level of StAR protein， steroidogenic enzymes， and RXRs in rat 
hippocampus 

mRNA 10-day-old 8・week-old

StAR 220 x103+60 x103・ 290 x103+60 x103 

P450scc 110土0.15 1+0.36 

P450(17α) 57 x103土1.8x103 71 x103+57 x103 

3s-HSD 9.7 x103:t3.9 x103 10 x103士9.7x103

17s-HSD-1 49x103:t11 x103 48 x103:t7 x103 

17s-HSD-3 28 x106:t3.7 x106 50 x106+7 x106 

17s-HSD-4 2.9 x106土0.38x106 9.5 x106+0.59 x106 

P450arom 42 x103:t3.1 x103 69 x103+44 x103 

RXRα 1.2 x106士0.16x106 2.7 x106+1.8 x106 

RXRs 1.9 x106:t0.18 x106 3.4 x1 06:t 1.3 x106 

RXRy 1.1x106士0.16x106 1.8 x106+0.65x106 

RARcx 1.6 x1 06:t 0.99x106 0.73 x1 06 :t 0.22x106 

RARs 0.91 x106 :t0.12 x1 06 1.1 x106:t0.13x106 

RARy 0.28x1 06:t 0.05 x1 06 0.62 x1 06 :t 0.31 x106 

Hippocampi were isolated from 10・day-oldand 8・week-oldmale rats. The 
amounts of mRNA were determined by real-time RT-PCR. The mRNA contents are 
given as molecules per mg proteins of the hippocampus. The values are means of 
three to five separate experiments. 
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2-2・4.考察

海馬機能は性ホルモンによって影響されるだけでなく [123]、レチノイドによっても

影響を受ける [117]。性ステロイドやレチノイドは、発達過程ではそれぞれ独自に脳に

作用し、前者は性分化や手ユーロンネットワークの構築に、後者は脳全体の発達に必須

である [33，54， 56， 124]。また、これらは共に成熟した脳にも作用する。この場合、両

者とも記憶・学習の獲得、スパインやシナプス数の増加など、海馬の能力を維持する過

程に関わっている [119，125， 126， 127]。性ステロイドとレチノイドが成熟した脳で良

く似た機能を持つことから、これらのクロストークの存在が推定できる。また海馬では、

ニューロステロイド合成酵素である P450(17α)や P450arom、P450sccのタンパク質、

8tAR、3却P
の mRNAも神経細胞に局在する [119叫]。このように、ニューロステロイド合成酵素と

レチノイドレセプターが同じ細胞に局在していることを考慮すると、レチノイン酸はニ

ューロステロイド合成になんらかの関わりを持つ可能性がある。事実、末梢では、卵巣

のエストラジオール合成はレチノイドにより影響される [15]。この実験では、レチノ

イン酸が海馬エストラジオール合成に影響を及ぼすことを明らかにした。この研究はニ

ューロステロイド合成とレチノイン酸合成の関係を示した初めての研究である。

1μM9・cis-レチノイン酸は P450(17α)と P450aromの mRNA量を増加さ.せ、

P450(17α)のタンパク質量も増加させた。これらに伴い、テストステロン、エストラジ

オーノレ量も約 2倍に増加した。他のステロイド合成酵素類の mRNA量には影響を与え

なかった。 P450(17α)はテストステロン、エストラジオールの前駆体で、ある DHEAあ

るいは、アンドロステンジオンを合成する。よって 9-cis-レチノイン酸によるテストス

テロンやエストラジオール合成の活性化は P450(17α)の転写促進によるものだと考え

られる。一方、 P450arommRNA量も 1μM9-cis-レチノイン酸により僅かだが有意に

増加した。 P450aromは、テストステロンをエストラジオーノレに変換する酵素であり、

その増加はエストラジオール合成を促進するであろう。しかし P450arommRNA量が

増加しない 0.1~M 9-cis-レチノイン酸処理でもエストラジオール量は増加している。

よって、 9-cis-レチノイン酸による海馬エストラジオール合成量の増加に対する

P450arom mRNA量の増加の寄与は限定的だと思われる。

海馬のスライスでは、 9-cis-レチノイン酸刺激によって P450(17α)の転写が最も大き

く変動した。精巣のライディヒ細胞や卵巣の頼粒膜細胞をレチノイドで刺激した場合で、

もP450(17α)の mRNAが最も大きく変動している [15，128]。本実験では、 CRBP2と

P450(17α)の mRNA量の 9-cis-レチノイン酸濃度依存性は互いに非常に類似していた。

CRBP2の遺伝子のプロモーター領域には RXREが存在し、 RXRホモダイマーあるい

はヘテロダイマーが結合して転写が活性化されることが報告されている [120，121]。ま
た、 P450(17α)の上流にも RXREが存在すると示唆されている [15109-cis-レチノイン

酸は、 RXR以外に RARにも結合して RARホモダイマ一、または RAR-RXRのヘテ

ロダイマーを活性化する。しかし RARのアゴニストである all-trans-レチノイン酸は

P450の転写を活性化しなかった。以上のことから、 9-cis-レチノイン酸による

P450(17α)の転写活性化には、 RXRだけが関与しており、 RARは関与していないと思

われる。おそらく RXRのホモダイマ一、あるいはRAR以外との RXRのヘテロダイマ

ーが寄与しているのであろう。

第 1章で述べたように、現在までに報告されている海馬ニューロステロイド合成調節

機構は NMDAを海馬スライスに作用させると、 30分程度でプレグネノロン、エストラ

ジオール合成が増加するという急'性効果の報告と、メスラット海馬に GnRHを 8日間
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作用させるとエストラジオール合成が増加するという報告がある [65，77， 88]。本実験

では、 RXRを介して海馬エストラジオーノレ合成が調節される可能性を示した。 RXRに

高い親和性を示すのは 9-cis-レチノイン酸である。しかし、 9-cis-レチノイン酸は従来は

体内でレチノールから生じる生理的なリガンドであるとされていたが、分析手法の改良

により、生体内からは検出されないことが判明し、生理的意義が疑問視されている

[129]。そのため現在では、 RXRはオーファンレセプターであるという意見もある。し

かし、 9-cis-レチノイン酸が検出されないのは、必要な部位で局所的に合成されるため

か、非常に短時間しか存在しないためであるという可能性も残されており、その場合は、

ニューロステロイド合成は 9-cis-レチノイン酸で調節されているかもしれない。そうで

ない場合は、 RXRに対する別の生理的アゴ、ニストを想定せねばならない。 RXRの生理

的アゴ、ニストの候補としては、アラキドン酸やドコサエキサエン酸などの不飽和長鎖脂

肪酸がある [130]。脳にはドコサヘキサエン酸が比較的多く、海馬でドコサヘキサエン

酸が RXRを介して海馬エストラジオール合成を調節している可能性はあるであろう。

62 



2-3.甲状腺ホルモン、 cAMP、グルココルチコイドによる影響

本章では海馬エストラジオール合成に与えるレチノイン酸以外の内因性物質として、

甲状腺ホルモン、 c品 ilP、グルココルチコイドの影響について述べる。

脳の発達に必須な甲状腺ホルモン、末梢で、のステロイドホルモン合成調節の主要なセカン

ドメッセンジャーで、あるcAMPや神経細胞死を誘導するグルココルチコイドを海馬スライスに作

用させて、ホルモン合成酵素の mRNA量に対する影響を調べた。

2-3-1.緒言

脳に対する甲状腺ホルモンの作用

甲状腺ホルモンは、性ステロイドやレチノイドと同様、脳の発達に必須のホルモンで

ある [131]。幼齢期に甲状腺ホルモンが欠乏すると樹状突起の形態に異常が観察された

り、神経突起の伸張が阻害される。また、成熟後の脳に対しても神経新生に影響を与え

る [131]。甲状腺ホルモンには、生理活性の高いトリヨードチロニンと、それにヨウ素

が付加したチロキシンがある。トリヨードチロニンは核内レセプターのTRに結合する。

ホルモンの結合した TRはRXRとヘテロダイマーを形成して遺伝子のプロモーター領

域に結合して転写を調節する [132]。

よってこの実験ではトリヨードチロニンを海馬スライスに作用させ、エストラジオー

ル合成に与える影響を解析した。実験ではスライスのエストラジオール合成酵素類の

mRNA量変化を解析した。

ステロイド合成における cAMPの役割

1-2で述べた様に、末梢内分泌腺でのステロイドホルモン合成は下垂体から分泌され

るペプチド、ホルモンなどにより調節される。 LHや FSH、ACTHなどが、精巣のライデ、イ

ヒ細胞や卵巣、副腎皮質の細胞表面のレセプターに結合すると、特異的な Gタンパク質

を介してアデニル酸シクラーゼが活性化され、 cAMPの生成が増加する [13310

末梢内分泌腺における cAMPの増加は、主に 2種類の細胞内応答を引き起こす。一

つは、 StARタンパク質の転写や発現、リン酸化を介して、数分以内にコレステロール

のミトコンドリア内膜への運搬を活性化する急性効果である [25]。ミトコンドリア内

膜に運搬されたコレステロールは直ちに P450sccによってプレグネノロンへと変換さ

れてステロイドホルモンへと代謝される。このミトコンドリア内膜へのコレステロール

輸送が、末梢内分泌腺での律速段階であり、急性効果における主な調節部位である [27]0

また、 cAMPの増加の結果、各種ステロイド合成酵素の転写が同時に活性化される慢

性効果がある。慢性効果の経路の一つで、は、 c泊四の増加によってプロテインキナーゼ

A (protein kinase A: PKA)が活性化され、その結果、Ad4BP/ SF-1が活性化される [134，
135]。その後、 P450(17α)など多くのステロイドホルモン合成酵素の転写が促進される

[29， 134]。もう一つの経路は CREBの活性化である。細胞内 cAMPの増加により活

性化された PKAは CREBをリン酸化させ活性化状態にする。活性化された CREBは

遺伝子上流に存在する cAMP応答配列に結合する。その結果ステロイドホルモン合成

酵素の転写が活性化される [136，137， 138]。いずれの経路でも、細胞を刺激後ステロ

イド合成酵素の mRNA量の増加には数時間-24時間のタイムラグがある [26]。
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ラット海馬培養神経細胞を用いた実験では、 LHを作用させるとプレグネノロン合成

が充進するとの報告がある [13910LHは、卵巣、精巣では cAMPを増加させステロイ

ドホルモン合成を活性化させるので、海馬神経細胞内の cAMP量が増加し、プレグネ

ノロン合成が充進されるのかもしれない。また脳内で cAMP合成はある種のニューロ

ペプチドにより活性化される。例えば、 Palkovitsらは血管作動性腸管ペプチド

(vasoactive intestinal polypeptide: VIP)をラット脳に投与すると cAMP量が増加する

と報告している [140]。また、 Etgenらも海馬スライスを用いた実験で、 VIPを作用さ

せると細胞内 cAMPが増加することを示している [141]。これらのペプチドがニューロ

ステロイド合成細胞の cAMP濃度を増加させた場合、ニューロステロイド合成も活性

化される可能性がある。

よってこの実験では細胞膜透過性のあるジブチリル cAMPを作用させ、エストラジ

オール合成酵素類の mRNA量変化を解析した。

脳に対するコルチコステロンの影響

ストレスに応答して副腎皮質で合成されるストレスステロイドは、そもそもストレ

スにより身体の受けるダメージを緩和する作用を持つ。ストレスステロイドの生合成は、

ストレス緩和作用として身体が本来有する機能である。しかしストレス過多となり、大

過剰のストレスステロイドが合成され血中に放出されると、血液一脳関門を通過して脳

神経系へ到達し影響を与える。特に海馬は、げっ歯類のストレスステロイドであるコル

チコステロンの最大の標的部位である [142]。

高濃度のストレスステロイドの暴露が神経細胞に損傷を与え、細胞死を誘発すると

いう報告は数多くなされている。スナネズミの前脳が虚血に侵されると海馬 CA1領域

の錐体神経細胞の細胞死が起こるが、前脳が虚血に侵されてから 24時間後、コノレチコ

ステロンの主要な合成器官である副腎を摘出すると細胞死がなくなるという報告があ

る [143]。副腎を摘出した状態からコルチコステロンを投与すると CA1錐体神経細胞

の損傷が増えることから副腎由来のコルチコステロンが細胞死を引き起こしているこ

とが示唆されている。また、 3週間にわたって 10mgのコルチコステロンを血中へ注

射投与し続けると海馬 CA3領域の錐体神経細胞の放射状層樹状突起の全長が短縮す

ることが報告されており [144]、副腎皮質から血中に放出された高濃度のコノレチコス

テロンが海馬神経細胞に悪影響を与えることが明らかとなってきた。一方、海馬神経

細胞に直接コルチコステロンを作用させる研究も数多くある。例えば、ラットの海馬

神経細胞の初代培養細胞と、 GRを発現させたマウスの培養神経細胞株である HT22
に神経毒のs-アミロイドとグ、ルタミン酸を投与して細胞死を誘発させた場合、 1μMコ

ルチコステロン処理によりこれら神経毒に対する神経細胞の脆弱性を増強し、またこ

の効果が GRのアンタゴニストである RU486によって阻害されることが報告されて

いる [145]。またラット海馬神経細胞の初代培養細胞に 1μMのコルチコステロンを

投与すると細胞死が誘発されることが報告されている [146]。

このようにコルチコステロンは海馬神経細胞にとって有害な影響を引き起こす。一

方で、エストラジオールはコルチコステロンによる細胞毒性を抑制する神経保護効果を

有する [147]。神経保護効果は海馬で合成されるエストラジオールも有する [82，85]。
例えば脳障害により、 P450aromの転写が促進され、酵素活性も増加し [148]、脳内

エストラジオール量が増加するという報告がある [149]。海馬はコルチコステロンで

ダメージを受けると、自身のエストラジオール合成を充進させるかもしれない。そこ

でこの実験ではコルチコステロンを海馬スライスに作用させ、エストラジオール合成
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系酵素 mRNA量の変化を解析した。
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2-3・2.方法

海馬スライスのトリヨードチロニン、ジブチリル c品 1P、コルチコステロン処

理

【準備試薬]

03，3'，5-官 iiodo・L-thyronine;Sigma 

ON'，2'ー0・dibutryladenosine3': 5'-cyclic monophosphate; Sigma 

OCorticosterone; Sigma 
DMSOで 10mMストック溶液を作成した。

[実験方法]

ラット海馬スライス作成法は第 2章ラット海馬スライス培養法で示した。 24時間前

培養を行い、無血清培地に交換した。その際、各物質のエタノール溶液を無血清培地の

1 I 1000 (1.1μ1)量を添加しよく混ぜた。無処理スライスの培地にはホルモン測定用エ

タノールを1.1μl加えた。各物質によるスライスの処理は 48時間行った。

StARタンパク質、エストラジオール合成系酵素の mRNAの定量

第2章ラット新鮮海馬のtotalRNA抽出法及び cDNA合成法、スライスからのtotal
RNA抽出法で mRNAを定量した。
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2-3-3.結果

海馬エストラジオール合成系酵素 mRNA量に対する甲状腺ホルモンの影響

海馬スライスにトリヨードチロニンを作用させ (0.001-1μM、48時間)、海馬エス

トラジオール合成系酵素の mRNA量変化を解析した。 Fig.2・3-1はトリヨードチロニ

ンで処理したスライスの各 mRNA量を無処理スライスに対する相対値で示す。海馬ス

ライスを 1μMトリヨードチロニンで処理すると P450arommRNA量は 1/20に減少

した。他のエストラジオール合成系酵素 mRNA量には影響は観察されなかった。
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Fig.2・3-1Dose dependence of mRNA contents in cultured hippocampal 
slices on trioidothyronine. 
Slices were incubated with or without 0.001 to 1 J.1M of triiodothyronine for 48 
hours. The amounts of mRNA were determined by real-time RT-PCR. The 
mRNA contents are given as values relative to those of the non-treated slices. 
The error bars indicate the S.D. *， P < 0.05 in the paired statistical comparison 
with the non-treated slices. 
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海馬エストラジオール合成系酵素 mRNA量に対する cAMPの影響

海馬スライス培養中、スライスにジブチリノレcAMPを作用させ (0.01ー 300μM、48

時間)、海馬エストラジオール合成系酵素 mRNA量変化を解析した。 Fig.2・3・2にジブ

チリル cAMPの各 mRNA量に対する影響を無処理スライスに対する相対値で示す。

3s-HSD、P450arommRNA量は 100-300μM処理で約 2倍に増加した。 P450(17α)

mRNA量はジブチリル cAMPに対し非常に感受性が高く、 100)lM処理で約 15倍にな

った。他のエストラジオーノレ合成系酵素 mRNA量には影響は観察されなかった。
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Fig.2・3・2Dose dependence of mRNA contents in cultured hippocampal 
slices on dibutyl cAMP. 
Slices were incubated with or without 0.01 to 300μM of dibutryl cAMP for 48 
hours. The amounts of mRNA were determined by real-time RT-PCR. The 
mRNA contents are given as values relative to those of the non-treated slices. 
The error bars indicate the S.D.ヘp< 0.05 in the paired statistical comparison 
with the non-treated slices. 
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海馬エストラジオール合成系酵素 mRNA量に対するコルチコステロンの影響

海馬スライス培養中に、コルチコステロンを作用させ (0.1-5μM、48時間)、海馬

エストラジオール合成系酵素 mRNA量変化を解析した。 Fig.2-3-3にコルチコステロ

ンで処理したスライスの各 mRNA量を無処理スライスに対する相対値で示す。

P450(17α)mRNA量は 3μM処理で約 5倍に増加した。他のエストラジオール合成系

酵素 mRNA量には影響は観察されなかった。
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Fig. 2-3-3 Dose dependence of mRNA contents in cultured hippocampal 
slices on corticosterone 
Slices were incubated with or without 0.1 to 5μM of corticosterone for 48 

hours. The amounts of mRNA were determined by real-time RT-PCR. The 
mRNA contents are given as values relative to those of the non-treated slices. 
The error bars indicate the S.O.ぺpく 0.05in the paired statistical comparison 
with the non-treated slices. 
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2-3・4.考察

本実験では、甲状腺ホルモン、 cAMP、グルココルチコイドの海馬エストラジオーノレ

合成に対する影響を合成系酵素 mRNA量の変化で解析した。

海馬スライスをトリヨードチロニンで処理した場合、 1μMという高濃度のトリヨー

ドチロニンにより、 P450arommRNA量が 1/20に減少した。しかし、これより低濃

度では、どのエストラジオール合成系酵素 mRNA量にも影響はみられなかった。生理

的な血中トリヨードチロニン濃度は 0.001-0.01μMである [150]。よって、 1μMで

のみ見られた影響がラット脳内で生理的な甲状腺ホルモン濃度で起こる可能性は低い

と考えられる。

TRがトリヨードチロニンと結合すると、 RXRとヘテロダイマーを形成して DNAに

作用する。しかしこの TR-RXRヘテロダイマーは、 9・C1S-レチノイン酸では活性化さ

れない [151]。よって海馬の P450(17α)mRNA量の発現が 9-cis-レチノイン酸で活性

化されるがトリヨードチロニンで活性化されないことは、 TR-RXRヘテロダイマーの

性質とは矛盾しない。

ジブチリル cAMPは海馬スライス中のエストラジオーノレ合成系酵素のうち、 3s-HSD、
P450arom、P450U7α)の mRNA量を 2-15倍に増加させた。副腎皮質などの末梢内

分泌腺では、cAMPはCREBやAd4BP/SF-1といった転写因子の活性化を介してステ

ロイド合成酵素の転写を促進する[29，30， 31， 136， 152]。よって、本実験で観察された

ステロイド合成酵素の mRNA量の増加は、 CREBやAd4BP/ SF-1のような転写因子

を介したものであるかもしれない。しかし、ジブチリル cAMPによる刺激において、

海馬と副腎皮質では、 P450U7α)などの転写活性化は一致しているが、 StAR、P450scc
の活性化という点では一致しない。この差異の理由は現在のところ不明である。

ニューロステロイド合成と cAMPの関係を直接示した報告は現在のところみあたら

ないが、関連を示唆する報告はいくつかなされている。例えば、 LHはラット海馬培養

神経細胞のプレグネノロン合成を充進させる [139]。また培養海馬神経細胞に GnRH

を作用させるとエストラジオール合成が充進される [88]。卵巣、精巣では GnRH、LH

共に細胞内 cAMPを増加させステロイドホルモン合成を活性化させるので、海馬でも

同様の機構で神経細胞内 cAMP量が増加し、ニューロステロイド合成が充進させる機

構が存在するかもしれない。また、 VIPなどのある種のニューロペプチドも神経細胞に

作用し、 cAMP量を増加させる [141]。また、ドーパミンなどの神経伝達物質も cAMP
産生を促進することが知られている [153]。このように、様々な刺激により神経細胞内

cAMP量は変動するのでニューロペプチドや神経伝達物質は神経細胞内 c泊四量を変

化させることで、ニューロステロイド合成にも影響を与える可能性がある。

コルチコステロンは 3μMで海馬エストラジオール合成系酵素のうち、 P450(17α)の

転写を促進した。この酵素の mRNA量の増加は、海馬でのエストラジオール合成を促

進させる可能性がある。コルチコステロンベレットを皮下に埋め込むことでコルチコス

テロン濃度を人為的に高めたラットの海馬では、神経細胞死やアポトーシスが観察され

る [154]。一方でエストラジオールはコルチコステロンによる細胞毒性を減じる作用を

もっ[147]。神経保護作用は海馬で合成されるエストラジオールも有する [82，85]。コ

ルチコステロンがエストラジオール合成を活性化するのであれば、それは、ダメージを

受けた海馬が自身の保護のために denovoのエストラジオール合成を促進させること

を意味するのかもしれない。
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2・4.第 2章の総括

この章では、海馬スライス培養を用いた実験系を用い、トリプ、チルスズ、ジフゃチルスズ、レチ

ノイン酸、トリヨードチロニン、ジブチリノレ cAMP、コルチコステロンを作用させ、ニューロステロ

イド合成に対する効果を主に mRNAの定量によって解析した。これらの物質による mRNA
量への影響を、 Table2-IIにまとめた。

Table 2-IIにあるように、最も多くの物質によって変動したのはP450(17α)のmRNAであ

った。また、その変動幅も最も大きかった。次に多く変動したのは P450aromの mRNAであ

った。 3s-HSDのmRNAもジブチリノレcAMP刺激では増加した。他の酵素やAd4BP/ SF-1 
のmRNAは今回の実験条件で、は変動しなかった。特にStARのmRNA量が生殖腺や副腎

皮質では刺激によって大きく変動するのに対し、海馬スライスで、は変化しなかったことは、注目

に値する。

一部の実験では海馬スライスのエストラジオール量の変化も測定した。スライスを0.1μMトリ

ブチルスズと 0.1ー 1μM9-cis-レチノイン酸で、処理すると P450U7α)のmRNAが増加し、こ

の処理により海馬スライスと培地のエストラジオール量も増加した。 48時間の処理中に増加し

たエストラジオール量から denovoの合成量を見積もると、無処理スライスの合成量の約 2倍

となっていた。 9-cis-レチノイン酸で、処理した場合はテストステロン量も測定した。やはり 48時

間の処理中の denovoの合成量は、無処理スライスの 2-3倍に増加していた。 9-cis-レチノ

イン酸処理の場合、 P450(17α)のタンパク質量も1.7倍に増加していた。このように、エストラジ

オールやテストステロン生合成の活性化と P450(17α)の mRNA、タンパク質量の増加は良く

相関していた。ラット海馬の P450(17α)mRNAの絶対量は、 P450scc、3s-HSDについで少

なく、 P450(17α)の活性が性ホルモンの合成量の調節部位で、あることは十分に考えられる。

P450aromのmRNA量は、 0.111Mのトリブチルスズや 1μM9-cis-レチノイン酸処理によ

り、エストラジオール合成の充進と共に増加した。 P450aromはテストステロンからエストラジオ

ールを直接合成する活性を持ち、またその mRNAの絶対量も比較的少ないので、エストラジ

オール合成の調節に関与していると考えても矛盾はない。しかし、海馬スライスをジブチルス

ズで処理した場合、 P450aromのmRNA量は約2倍に増加したが、エストラジオール量は増

加しなかった。このときには P450(17α)の mRNA量は変化していない。また、エストラジオー

ル量が増加した 0.1μM9-cis-レチノイン酸処理で、は、 P450(17α)のmRNA量は増加したが、

P450aromの mRNA量は変化しなかった。この結果は、 invitroでは P450arommRNA 
量の増加だけではエストラジオール合成が活性化されないこと、そしてP450arommRNA量

の増加がエストラジオール合成の活性化に必須で、はないことを示している。

3s-HSDのmRNA量は、海馬スライスを100-300μMのジブ、チリルcAMPで刺激した場

合には約 2倍に増加した。しかし、 3s-HSD1分子が 1秒間に代謝するステロイド分子数は、

P450類の約 60倍であり、この酵素がニューロステロイド、合成を律速しているとは考えlこくし、
[155]。また 100-300μMのジブFチ!JノレcAMPでの刺激では、海馬スライスの P450(17α)の
mRNA量は 15倍に増加している。よって、ジブチリル c品1:Pで、の刺激時で、も性ホルモン合

成の主要な調節部位は 3s-HSDではなく P450(17α)で、あると思われる。

以上より、スライスを用いた血目;troの実験により、海馬での dθnovoの性ステロイド、合成活

性の主要な調節部位は、 P450(17α)で、あると結論した。
P450(17α)のmRNA量は、トリブチルスズ、 9-ci云レチノイン酸といったRXRアゴ、ニストによ

って2-3倍に増加した。コルチコステロンで、は5倍に、ジフ、チリルcAMPによっては 15倍に

増加した。この実験で、はコルチコステロンの作用メカニズムは検討していないが、このホルモン

は一般にはGRを介して作用する。よって、 RXRやGRのアゴ、ニストが海馬の性ホノレモン合成

の活性化因子であることが、この研究成果から推定できる。また、 cAMPは多くのホルモンの
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主要なセカンドメッセンジャーで、ある。海馬のニューロン内の cAMP濃度を上昇させる生理活

性物質も、海馬の性ホルモン合成の活性化因子となりうるであろう。

RXRは、転写調節因子として特定の遺伝子上流の結合領域に結合する場合、ダイマーと

なって結合する。ダイマー形成にあたっては多種類の核内レセフ。ターと結合する。まず、別の

RXR分子と結合してホモダイマーとなりうる。ヘテロダイマーとなる場合、相手のレセプターは

permissiveとnon-permissiveの2種類に分類される [151]0permissiveレセプターとの

ヘテロダイマーは、相手のレセプρターのアゴ、ニストと、 9-cis-レチノイン酸がそれぞ、れ単独か協

調して転写を活性化する [91]0permissiveレセプターには、 PPAR、肝臓 Xレセプター、

そしてファルネソイドXレセプターが知られている [91]0non-permissiveレセプターと

のヘテロダイマーは、ダイマーの相手のアゴ、ニストによってのみ活性化される。

non -permissiveレセプターとしては、 RAR、TRそして VDRがある。本実験では、 PPAR
のアゴ、ニストであるジフ、チルスズも RARのアゴ、ニストである all-trans-レチノイン

酸も、 TRのアゴニストであるトリヨードチロニンも海馬の P450(17α)の mRNA量を

増加させなかった。この結果は、相手が permissive レセプターであろうと

non-permlsslveレセプターであろうと、 RXRのヘテロ夕、イマーは作用せず、 RXRのホモダイ

マーのみが作用することを示している可能性がある。

本実験では生後 10日前後のオスラット海馬スライス培養系を用いることにより、 ln η・troの

実験系で、ニューロステロイド合成酵素類のmRNA量と性ステロイド合成量の変動を解析した。

成体ラットを用しも実験系と比較した場合のスライス実験系の利点は、(1)無血清培地を用い

れば培地からステロイドの供給がなく、また合成されたステロイドが血流によって失われることも

ないので、 dθ novoのステロイド合成量を正確に測定で、きる。 (2)6匹前後のラットから、 12-

18のスライス培養プレートを調製でき予同時に比較的多数の物質の効果を測定できる。 (3)ス

ライス調製時に各個体から得たスライスを混合するので、プレート聞のばらつきも実験ごとのば

らつきも少なく、実験の再現性が良い。 (4)薬物の投与量などを自由にコントロールできる。欠

点、は、 (a)海馬などの脳スライスは、胎仔や新生仔期の脳から得た場合のみ培養可能なので、

成熟後の脳を用いたデータは得られない。 (b)培養スライスはlnη・VOとは細胞の状態が異なる

ので、ステロイド合成活性も、刺激に対する応答も生理的状態とは異なる可能性がある。

この実験では、これらの点についても検討した。 (a)の点で、は、 10日齢ラットと 8週齢の成熟

ラットの海馬のステロイド合成系酵素やレセフ。ターの mRNA量に大きな差異がなし、ことから、

少なくともスライスには成熟脳に存在する酵素やレセプターがすでに存在しているとみなすこ

とは出来る。これらの酵素や情報伝達系が成熟脳と同じ機能を果たしているかは、不明である。

(b)の点では、ステロイド合成活性がスライスの培養とともに緩やかに減少していることから、摘

出 1日後のスライスは脳内で、のニューロステロイド、合成活性をかなり維持していると推定できる。

刺激への応答については検討の余地がある。

スライス培養系で得られた知見を ln V1VOへの応用や、成熟脳の機能の解析に用いるには、

この系の利点と欠点、限界をしっかり考慮、して、細心の注意をはらう必要がある。
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Table 2-11 

mRNA levels 

StAR 3s-HSD P450(17α) P450arom 

tributyltin ++ + 
dibutyltin + 
9・cis-retinoicacid ++ + 
all-trans-retinoic acid ー

triiodothyronine 

dibutryl cAMP + +++ + 
corticosterone ++ 

The relative increase of mRNA expression in hippocampal slices by various 
compounds.; (+/++/+++) indicates the level of mRNA expression induced by indicated 
compounds; (・)indicates the unchanged mRNA level. 
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第 3章

海馬エストラジオール合成に対する飼育環境の影響-lnη'VO実験

本章では他個体との接触がない社会的孤独環境が海馬エストラジオール合成に与え

る影響を解析した。群居性の動物であるラットにとって社会的孤独環境はストレスとな

る。この実験ではラット海馬エストラジオール合成が社会的孤独環境によりどのように

変化するかを解析した。

3-1.緒言

幼少期の経験は中枢神経系の成長、発達に深く影響を与えると考えられている。他個

体との接触がない環境(社会的孤独環境:social isolation)で、幼少期から飼育されたラッ

トの行動は、グループで、飼育されたラットの行動とは異なり非常に攻撃的である [156]。

また、それらを新しい環境に入れると、探索行動や自発活動が著しく増加する。さらに

社会的孤独環境下で飼育されたラットは高い不安行動を示すことが明らかになってい

る [156]。これらのことから社会的孤独環境はラットにとってストレスであり、この環

境下で飼育された個体の示す異常な行動は、長期間にわたるストレスによるものだと考

えられている [156]。また、この飼育環境が空間記憶能力に著しい影響を及ぼすことか

ら海馬は社会的孤独環境に感受性が高いと考えられている [157]。

最近、ニューロステロイドと社会的孤独環境の関係が報告されるようになった。ニュ

ーロステロイドは第 1章で述べたように中枢神経系の可塑性や恒常性を保つ上で非常

に重要な役割を担っている。 Agis-Balboaらは、社会的孤独環境により嘆球で合成され

るニューロステロイドであるアロプレグナノロンが減少することを報告している [93]。

アロプレグナノロンは GABAAレセプターのアロステリックモジュレーターであり、ラ

ットに投与すると抗不安、抗痘輩、鎮静作用が観察される [158]。同様に、 Serraらは

離乳後から 30日間ラットを社会的孤独環境下で飼育すると脳内アロプレグナノロン量

がグループρで、飼育されているラットに比べ 25%にまで激減することを報告している

[159]。またラット海馬でもアロプレグナノロン合成酵素である 5α-reductaseや

3α-HSDのmRNA量が減少することが明らかになっている [159]。

海馬はニューロステロイドとしてエストラジオールを合成する。海馬で合成されたエ

ストラジオールは、神経保護やスパイン形成などに密接に関わっており、海馬機能を維

持する上で欠かせない物質である。しかし、社会的孤独環境との関連は全く検討されて

いない。

この実験の目的は海馬エストラジオール合成に対する社会的孤独環境の影響を解析

することである。この可能性を検討するためにまず、エストラジオール合成系酵素

mRNA量に対する社会的孤独環境の影響を検討した。続いて、社会的孤独環境下でラ

ットを飼育後、海馬エストラジオール量を測定した。また本実験では、社会的孤独環境

の影響が海馬だけでなく他の脳領域でも観察されるかどうかを検討するために、ニュー

ロステロイド合成能のある嘆球エストラジオール合成系酵素 mRNA量変化も解析した。
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3-2.実験方法

ラット飼育条件

2匹の母体から生まれた 28日齢のオスラットをランダムに、社会的孤独環境群 (9匹)と 2

匹飼育群 (8匹)に分けた。社会的孤独環境群のラットはプラスティックケージ (26.5cmX

42cmX 18cm)に 1匹で飼育した。よって、社会的孤独環境群のラットは他個体と身体的に接

触することは不可能である。 2匹飼育群のラットは同種のフ。ラスティックケージに 2匹で飼育し

た。週 1回、決められた時刻に床敷の交換(クリーンチッフ。SP:CLEA JAPAN， Inc.}、プラス
ティックケージの洗浄を行った。この際、各ラットの体重を測定した。両条件での飼育は 8週間

行った。全ての期間を通して、ラットは餌(飼育繁殖固型飼料 (CE-2):CLEA JAP釧， Inc.)、

水を自由に摂取できた。また8:00-20: 00を明期とする 12:12の明期一暗期サイクル下で

ラットを飼育した。本実験は広島大学動物実験委員会の許可を得て行った。

脳重量の測定

両条件下での 8週間の飼育後、ラットを断頭して速やかに脳を取り出し、全脳の重量

を測定した。その後、海馬と嘆球を脳の他部位から切り離し、重量を測定した。

海馬と嘆球のステロイド合成酵素 mRNAの定量

各個体から切り出した嘆球と海馬の 115から、第 2章ラット新鮮海馬の totalRNA 

抽出法及び cDNA合成法の方法で totalRNAを抽出し、ステロイド合成酵素の mRNA

量を測定した。

EIAによるエストラジオール定量

【実験器具]

0マイクロプレートリーダー;TOSOH MPRA4 

[準備試薬]

o Estradiol EIA kit; Cayman 
エストラジオールスタンダード

エストラジオールアセチルコリンエステラーゼトレーサー

エストラジオール抗体

エルマン試薬

EIA 緩衝液

【準備試薬]

mRNA定量に用いた残りの海馬から、第 2章ラット海馬スライス、培地からのエス

トラジオール抽出・精製法の手法でエストラジオールを抽出した。 HPLCによるエスト

ラジオールの精製は行わなかった。
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抽出したエストラジオールを EIA緩衝液に溶解させ、定量用のサンフ。ルとした。

エストラジオールスタンダードを 10倍にミリ Q水で希釈する (bulkstandard : 10 ng I 

ml)。このbulkstandardをさらに 10倍に EIA緩衝液で希釈する {standard1: 1 ng/ml)o 

standard 1を2倍に EIA緩衝液で希釈する (standard2: 0.1 ng I ml)。次に、 standard

2をEIA緩衝液で 2倍に希釈する (standard3)。この作業を繰り返し、 standard8ま

で作る (standard8: 7.8 pg I ml)。その後、エストラジオールアセチルコリンエステラ

ーゼトレーサー入ったガラス瓶に 6mlの EIA緩衝液を加えた。また、エストラジオー

ル抗体が入ったガラス瓶に 6mlの EIA緩衝液を加えた。また、エルマン試薬のガラス

瓶に 20mlのミリ Q水を入れた。エルマン試薬は作ったその日に使うようにした。

上のようにして調製した試薬を用いてエストラジオール量を測定する。用意したサン

プル、試薬を備え付けのプレートに入れてし、く。プレートに入れる試薬は次の通りであ

る。

well EIA buffer sample/std tracer antibody total 

blank O 

total activity 5μl 5μl 

NSB 100μI 50μl 150μl 

Bo 50μl 50μl 50μl 150μl 

|竺td/samplG 一 50μl 50μl 50μl 150μl 

NSB: non-specific binding Bo: binding maximum 

その後以下の操作を順に行った。

-試薬、サンプルを入れた後、撹持・振蕩機上で反応させる (60min)o 

• wash bufferでwellを5回洗う。

・エルマン試薬を各 wellに 200μlずつ入れる。ここで、 totalactivityのwellにエス

トラジオールアセチルコリンエステラーゼトレーサーを 5μl加える。

-暗闇で反応させる (60-90min)。

・マイクロプレートリーダーで吸光度を測定する (412nm)。
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3-3.結果

社会的孤独環境が体重、全脳重量、海馬重量、嘆球重量に与える影響

Fig.3・uこ両飼育条件下(社会的孤独環境、2匹飼育)で飼育されたラットの体重を示す。

各飼育条件のラット間で有意な差は観察されなかった。また、全脳、海馬、嘆球の重量

にも有意な差は認められなかった。
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Fig. 3-1 Effect of social isolation on body， brain and hippocampus and olfactory 
bulbs weight. 
(A) Body weight is presented as the mean:tS.E.M. Animals were weighed every a 

week for the duration of the rearing period (8 weeks totaり.In 8 weeks， animals were 
fed ad Iibitum. (B)， (C)， (0). After rearing period， brain and hippocampus， olfactory 
bulb weight were measured. 
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社会的孤独環境がラット海馬、嘆球のエストラジオール合成系酵素 mRNA量に

与える影響

ラットを社会的孤独環境下と 1ケージ 2匹で飼育 (8週間)した後、海馬と嘆球のエス

トラジオール合成系酵素、タンパク質の mRNA量変化を解析した。 StAR、P450scc、

3s-HSD、P450(I7α)、P450arom、17s-HSD-l、-2、-3、-4のmRNA量は、内部標準

として G3PDHの mRNA量を用いて標準化した。

海馬では社会的孤独環境により StAR、P450(I7α)の mRNA量がそれぞれ約 2倍に

有意に増加した (Fig.3-2)。特筆すべきことは、社会的孤独環境により P450arom

mRNA量が約 8倍に増加したことである。 17s-HSD-l、-4の mRNA量は有意に増加

したがその増加量は1.5倍以下であった。その他の各 mRNA量 (P450scc、3s-HSD、

17s-HSD-2、-3)の mRNA量に有意な影響は観察されなかった。嘆球エストラジオール

合成系酵素は社会的孤独環境により影響されなかった (Fig.3-2)。
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Fig.3・2Real-time PCR analysis of the mRNA levels of neurosteroidogenic enzymes and proteins in 
the socially isolated rat hippocampus (upper) and olfactory bulb (Iower). 
The amounts of mRNA in socially isolated rats are indicated as relative values to those in the 

corresponding organs of pair housed rats (dashed line). mRNA expression of 17s-HSD-2 was not detected 
in the olfactory bulb. The columns and error bars represent the means :t SEM. *p < 0.05， **p < 0.01 versus 
pair housed rats. ND， not detected. 
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社会的孤独環境が海馬エストラジオール合成に与える影響

社会的孤独環境は海馬エストラジオール合成系酵素の mRNA量を増加させたので海

馬エストラジオール量に対する影響を解析した。ラットを社会的孤独環境条件あるいは、

2匹飼育条件で飼育した後の海馬のエストラジオール量は、それぞれ 126.3+ 11.3 fmol 

/ mg protein、84.4j:11.9 fmol / mg proteinであった。社会的孤独環境によって海馬エ

ストラジオール量が約1.5倍に増加した (Fig.3-3)。
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Fig.3・3EIA analysis of estradiol concentrations in pair housed and socially isolated rat 
hippocampus. 
The vertical axis indicates the estradiol concentration in fmol /mg protein. Social isolation 
increases the amount of hippocampal estradiol. Each column and error bar represent the 
mean:tS.E.M. * p < 0.05 versus pair housed. 

次に、この海馬エストラジオーノレ量の増加と、StAR、P450(17α)、P450aromの mRNA

分子数の増加との相関を解析した。StARはエストラジオール合成の第一段階に関わり、

P450aromは最終段階を触媒する酵素である。両条件下で飼育した個々のラットの

StAR、P450(17α)、P450aromの mRNA分子量とエストラジオール量をプロットし、

Pearsonの相関係数を求めた。その結果、 P450(17α)mRNA量とエストラジオール量

との間に相関は観察されなかったが、 StAR、P450arommRNA量とエストラジオール

量との間に有意な相闘が認められた (Fig.3-4)。これらのことから、社会的孤独環境は

海馬での StAR、P450aromの転写を促進し、海馬エストラジオール合成を充進するこ

とが示唆された。
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Fig. 3-4 Relation between the amount of estradiol and the mRNA expression level of StAR， 
P450(17α) and P450arom. 
Relationship between the StAR mRNA level and the estradiol concentration (Ie社).Relationship 

between the P450(17α) mRNA level and the estradiol concentration (center). Relationship between 
the P450arom mRNA level and the estradiol concentration (right). The Pearson's coefficients of 
correlation between these mRNA levels and the amount of estradiol (vertical axis) were calculated. 
The solid lines indicate the regression lines. 
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3・4.考察

社会的孤独環境は海馬での StAR、P450(17α)、P450arom、17s-HSD-1、-4のmRNA

発現量を増加させた。特筆すべきことは、社会的孤独環境により P450arommRNA量

が 8倍以上に増加したことである。これら酵素の転写活性化に伴いエストラジオール量

が増加したと考えられる。

海馬において、エストラジオールは神経新生、シナプス形成など重要な働きを担って

いる [78，160]。また、エストラジオールの神経保護作用について幾つかの研究が報告

されている。神経細胞に様々なストレスを加えても、エストラジオールを作用させると

その生存率は上がる [161，162]。また最近、海馬由来のエストラジオールも神経保護作

用を持つということが明らかになっている。例えば、神経毒に曝された P450aromノ

ックアウトマウス海馬培養細胞は野生型マウスと比べ生存率が激減する [86]。さらに

海馬エストラジオール合成を阻害するとアポトーシスが誘導される [82]。また海馬由

来のエストラジオールは興奮毒性による神経細胞死を防ぐことも明らかになった [85]。

一方、社会的孤独環境は群居性のラットにとってストレスであるため、血中コルチコス

テロン濃度が上昇する [156]。血中コルチコステロン濃度が高くなると、海馬ではアポ

トーシスが誘導されたり、神経栄養因子である BDNFの発現量が減少する [154]。エ

ストラジオールはアポトーシスを阻害し、 BDNFの発現量を増加させ、コルチコステ

ロンによる細胞毒性を減じるという報告もある [147]。事実、脳障害後には P450arom

の転写が促進され、酵素活性も増加する [148]。そして脳内のエストラジオール量も増

加すると報告されている [149]。さらに、脳障害は StARなどのステロイド合成分子の

転写も活性化させる [163]。本実験でもいくつかのステロイド合成に関わるタンパク質

の転写が促進され、エストラジオール合成が増加した。よって社会的孤独環境による海

馬エストラジオール合成の充進は、飼育環境により引き起こされる有害な効果を減じて

いるのではなし、かと考えられる。神経系は脳に悪影響があった場合、それらの現象に対

処するためステロイド合成を増加させ、脳内エストラジオール量も増加させていると考

えられる。海馬には様々な有害な影響・刺激からの影響を減じるための防衛機構が存在

しているのかもしれない。

社会的孤独環境によってラットのコルチコステロン血中濃度は上昇し約 1μMとなる

[156]。第 2章で述べたように、 invitroで海馬のスライスに 3μMのコルチコステロン

を48時間作用させると P450(17α)mRNA量が約 5倍と大きく増加した。スライスへ

の短時間曝露系では、 1μMコルチコステロンでの影響はみられなかったが、海馬のス

テロイド合成系はマイクロモル濃度のコルチコステロンで大きく影響された。本実験に

おける社会的孤独環境の実験では 2ヶ月間ストレスにさらされており、コルチコステロ

ンの血中濃度以外にも多くの変動が起きていると考えられるが、コルチコステロンも海

馬ニューロステロイド合成の変動因子のーっと考えても良いであろう。

社会的孤独環境で飼育されたラットは神経疾患のモデルとして考えられているが

[156]、本実験では社会的孤独環境と海馬エストラジオール合成の関係を初めて示した。

特に、 P450aromのmRNA量は、社会的孤独環境により劇的に増加した。 real-time

RT-PCRは簡便で再現性の高い結果が得られるため、 P450arommRNAの定量は社会

的孤独環境の影響を測るために有用な方法かもしれない。
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第 4章

総合考察

本研究ではオスラット海馬のエストラジオール合成に対する影響を、 invitroで海馬

スライスに有機スズ化合物、レチノイン酸、 トリヨードチロニン、ジブチリノレ cAMP、

コルチコステロンを作用させて解析した。また 1nη・vo実験として、社会的孤独環境に

よる影響を解析した。いずれの実験においても、エストラジオール合成が活性化される

ような場合には必ず P450(17α)の転写活性化が起こり、多くの場合 P450aromの転写

活性化も伴うことが明らかになった。これらの酵素の転写活性の変化が海馬エストラジ

オール合成を調節すると考えられる。本研究で観察された現象を Table4-1 にまとめた。

末梢内分泌腺では主なステロイドホルモン合成の調節部位は StARである [27]。今回、海

馬スライスの実験では、 StARmRNA量は海馬エストラジオーノレ合成系酵素の中で、も発現量

が比較的高く、エストラジオール合成が活性化された場合で、もその mRNA量は変動しなかっ

た。すなわち、 1n円;troの実験では、 StARは海馬エストラジオール合成の調節部位で、なく、

P450(17α)が調節部位で、あると結論づけた。

ところが、 invivoの実験では、エストラジオール合成の活性化に伴い、 StARmRNA量が

増加した。しJうも mRNA量とエストラジオール合成活性に相闘が見られた。この結果は、

StARがエストラジオール合成の調節部位で、あることを示している。現時点ではこの差異の原

因として様々な要因が考えられる。

(l)in円'voと1nη・troの違い。海馬におけるStARの転写は血中由来の様々な物質によっ

て影響される。例えば LHを海馬培養神経細胞に作用させると StARmRNA量が増加する

[139]。よってラット脳内で、も LHにより StARの転写調節が行われている可能性がある。 1n
円切の社会的孤独環境実験で、はLHなどのStARの発現に影響を与える物質の脳内濃度

が上昇しているのかもしれない。一方、 invitroでは海馬スライスには LHのような物質は

供給されない。このように 1nV1VOでは多くの要因が海馬に同時に作用しうる。この違いが

StARmRNA量増加の有無に反映された可能性がある。

(2)新生仔と成熟個体の違い。スライスは生後 10日齢ラットから調製した。新生仔では

StARによるニューロステロイド合成調節系が未発達で、あるが、 invivo実験に用いた3ヶ月齢

ラットで、は十分に機能しており、同じ刺激を受けた場合でもレスポンスが異なるのカもしれな
し、。

(3)刺激の期間の違い。スライスの実験では 48時間の刺激を行ったが、 invivoで、はラット

は2ヶ月間の長期ストレスにさらされた。脳では StARによる調節が非常に緩やかで、数週間

以上の連続刺激ではじめて変化するのカもしれない。

このように、成熟個体の海馬での StARのエストラジオール合成に対する役割については、

まだまだ研究する必要がある。

本研究では、スライス培養としち単純化した系により、 P450(17α)という今まで知られてい

なかったステロイド合成の調節部位を見出すことができた。しかし、 invivoでは複数

の調節部位があり、それらが役割分担をしている可能性もある。例えばある微小な部位

(海馬の特殊なシナプス周辺など)ではコレステロールからの denovoの合成で局所

的に特に高濃度のエストラジオールを供給しており、その微小部位では StARが調節を

行っている可能性も否定できない。また血中から多量のテストステロンが供給される成

熟したオスの脳の血管周辺では、 P450aromの活性変化がエストラジオール供給を主に

制御していても不思議ではない。今回見出した P450(17α)という一つの調節部位にとら

われることなく、脳のニューロステロイド合成系の全体像を徐々に解明していきたい。
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本研究では invivo、lnη・troで、の海馬エストラジオール量を測定した。 lnげvoの実験系で

は海馬中に 84.4fmol / mg protein (約 3nM)のエストラジオールが検出された。また、 ln

vitroの実験系では 10日齢ラット海馬スライスを 24時間前培養すると、 19.7fmol / mg 

protein (約 0.7nM)が検出され、 invivoとinvitroで得られた値に違いがあった。この差異

は、 8週齢ラットと 10日齢ラットの脳内エストラジオール濃度の違いを表しているのカもしれな

いが、 lnη'vo、invitroの違いを表しているのカもしれない。 LC-MS/MSを用いてエストラジ

オールを定量した大石 (2007)の実験によると、成体ラットから分離した新鮮海馬中には 8.4

nM、また成体ラットから作成したスライスには 0.48nMのエストラジオールが検出され、本研

究と同様、泊四'voの方が高い値が検出された [164]。海馬スライスは調製段階でHBSSを満

たしたチャンパー内に置かれるため、元々海馬スライス中に存在したエストラジオールは溶出

されてしまうのカもしれない。一方、本研究の RIA、EIAによるエストラジオールの定量と大石

(2007)のLC-MS/MSを用いた定量の値に大きな違いはない [164]。このことは本研究で用

いたエストラジオール定量法の妥当性を示している。

本研究により海馬エストラジオール量を 9・cis-レチノイン酸が約 2倍に、社会的孤独

環境が約1.5倍に増加させることが明らかになった。海馬エストラジオール合成系酵素

の発現量は末梢内分泌腺と比較すると非常に低いため [73]、海馬で合成されるエスト

ラジオールは極微量で、あると思われる。しかし、海馬で合成されるエストラジオールは

長期抑圧の誘導や神経保護など、生理的に重要な機能と密接に関わる [82，8310また

Prange-Kielらは GnRH(10nM)を神経培養細胞に作用させると、海馬エストラジオー

ル合成が 2倍になることを明らかにし、さらにエストラジオール量の増加がスパイン形

成を促すことも示している [88]。このことから、本研究で観察された海馬エストラジ

オール合成元進も、スパイン形成や神経保護作用などの重要な生理的機能を向上させる

と推測される。

本研究では invitro、lnげvoの実験系を用いてラット海馬エストラジオール合成調節の分

子機構について解析した。得られた主な知見は以下の通りである。

1.スライス培養という単純化した系により、 P450(17α)という新たなエストラジオール合成の

調節部位を見出した。

2.その P450(17α)の転写が、 9-cis-レチノイン酸やトリブチルスズ、といった RXRアゴ、ニストに

よって活性化されること、また、コノレチコステロンやジブチリノレ cAMPによっても活性化され

ることを見出した。

3.ラットを社会的孤独環境で、飼育することにより、海馬エストラジオール合成が活性化されると

しち新たな知見を得た。これはlnη'voで、海，馬エストラジオール合成を変動させた初めての

実験であると思われる。さらに、ニューロステロイド研究におけるラットの飼育環境の重要性

も明らかにした。

脳で、のニューロステロイド合成は未知の部分が非常に多い。本研究により海馬エストラジオ

ール合成の新たな調節部位とその調節因子を明らかにすることができ、また飼育環境による

影響も見出した。この成果はニューロステロイド、合成調節の分子機構の全容解明に多少なりと

も貢献するであろう。
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Table 4-1 

mRNA levels 

StAR 3s-HSD P450(17α) P450arom 

tributyltin ++ + 
dibutyltin + 
9・cis圃 retinoicacid ++ + 
all-trans-retinoic acid ー

triiodothyronine 

dibutryl cAMP + +++ + 
corticosterone ++ 
social isolation + + +++ 

The relative increase of mRNA expression in hippocampal slices by various compounds 
and social isolation.; (+/++/+++) indicates the level of mRNA expression induced by 
indicated compounds; (ー)indicates the unchanged mRNA level. 
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