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は し が き

哺乳動物の下垂体前葉の性腺刺激ホルモン産生細胞は、黄体化ホルモン(田)お よび卵胞刺激ホル

モン(FSH)と い う2種 類の性腺刺激ホルモンを血中に分泌することによって性腺機能の液性調節に

重要な役割を果た している。 これらのホルモンの分泌はまた、上位中枢である視床下部GnRHニ ュー

ロンや標的臓器である性腺からの様々な液性因子によって調節されている。 しかしながら、これ ら細

胞外からの様々な液性調節因子の影響下で、性腺刺激ホルモン産生細胞が2種 類の性腺刺激ホルモ

ンを適正に分泌 しわける機構に関しては、いまだに解明されていない。

本研究では、去勢手術や性ステロイ ド持続投与な どの処置によって性腺機能に関わる様々な液性調

節因子の血中濃度を人為的に変化させた雌雄のラットを作成 し、その下垂体前葉における遺伝子発現

プロファイルの変化をDNAマ イクロアレイを用いて包括的に解析 した。その各実験群の遺伝子発現

プロファイルの比較か ら下垂体における発現に雌雄差が認められる遺伝子群に注 目し、性腺刺激ホル

モン産生細胞において重要な役割を果た している可能性のある遺伝子の同定を試みた。
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研 究 成 果
研究の背景と目的

哺乳動物の ド垂体前葉の性腺刺激ホルモン産生細胞は、黄体化ホルモ ン

(LH)お よび卵胞刺激ホルモン(FSH)と いう2種 類の性腺刺激ホルモンをifit

中に分泌することによって性腺機能の液性調節に重要な役割を果た してい

る。これらのホルモンの分泌はまた、1二位中枢である視床下部GnRHニ ュー

ロンや標的臓器である性腺か らの様々な液性因子によって調節されている

(右一L図)。しか しなが ら、これ ら細胞外からの様々な液性調節因子が、機

能状態に応 じて2種 類の性腺刺激ホルモンを適正に分泌 しわける機構に関

しては、いまだに解明されていない。

ラットの同細胞はまた、微細構造の一Lでも明瞭な雌雄差が存在すること

で知 られている。すなわち、雄ラッ トの同細胞では、容易に区別のできる

大小2種 類の分泌穎粒が観察されるのに対 し、雌 ラットの同細胞では、雄

1下 垂体前葉

一一レ 刺激

一1抑 制

視床下部一下垂体一性腺系の液性■節

で見られるような大型分泌穎粒がほとんど認められない。この分泌穎粒構成の雌雄差を決定する機構

に関しては長い間不明であったが、研究代表者はこれ までの研究で、同細胞の分泌穎粒に含まれる

クロモグラニンA(CgA)お よびセクレトグラニン

II(Sgll)という2種 類の分泌蛋白の発現調節と細

胞内局在に注 目し、同細胞における分泌穎粒の

構成の雌雄差が雌雄の性ステロイ ドホルモ ンに

よるCgAの 発現調節の違いに起因することを証

明 した。すなわち同細胞に雄性ステロイ ドホル

モンであるテス トステロンが優位に働 くとCgA

の発現が維持されて細胞内にCgA単 独陽性の大

型分泌穎粒が出現 し、逆に、雌性 ステロイ ドホ

ルモンであるエス トラジオールが優位に作用す

ると、CgAの 発現が強 く抑制され大型分泌穎粒

が細胞内か ら消失する(右 下図)。 この発見は、

性腺刺激ホルモン産生細胞における分泌穎粒構

成の雌雄差が遺伝的に決定 され るのではな く、

ホルモン環境な どに左右され互いに移行 し得 る

ということを示唆 している。 また、同細胞のホ

ルモン分泌調節機構を考える際には、LHやFSH

といったホルモ ンの発現調節だけでな く、 これ

らのホルモンを蓄積 ・輸送す る分泌穎粒な どの

細胞内小器官の構成蛋 白遺伝了の発現調節 も考

慮しなければならないことを示唆 している。
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WatanabeTetal.,(1998)Endocnnology1392765-2773

この性腺刺激ホルモン産生細胞における分泌調節機構の うち、視床下部や性腺から血巾に分泌され

るペプチ ドやステロイ ドなどの液性調節因子が、性腺刺激ホルモンの各サブユニット遺伝了の発現を

どのように調節 しているかに関しては、 これまでに多数の報告がある。ところが、-1:述したように、

これらの液性調節因子はホルモン遺伝了そのものだけでなく、ホルモン分泌に関わる細胞内小器官の

構成蛋白遺伝子の発現調節を通 して、ホルモン分泌をコン トロール している可能性があるが、同細胞
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における性腺刺激ホルモン以外の蛋白遺伝子の発現調節の詳細を系統的に解析 した研究は、これまで

に無い。

そこで本研究では、去勢手術および雌雄の性ステロイ ド持続投与によって、性腺刺激ホルモン産生

細胞の機能状態を人為的に変化させ、その際に生 じる遺伝子発現プロファイルの変化をDNAマ イク

ロアレイを用いて網羅的に解析 した。その解析データから、特に、(1)下 垂体で雌雄差が認め られる

遺伝子群、および(2)雌 雄の性ステロイ ドによって下垂体における発現が変化する遺伝子群に着目し、

このような遺伝子の うち性腺刺激ホルモンで選択的に発現 し、生理的に重要な役割を果たしている可

能性のある遺伝子群の同定を試みた。

、
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研究方法の概略

動物実験のデザインと標本採取

懲
一回の解析には、雄40匹 、雌40匹 のWistar系 ラット(計80匹)を 用い、この解析を計3回

反復して行った(解 析全体で計240匹 のラットを使用)。 各回の解析では、これらの雌雄ラッ トを

各4群 ずつの実験群(各 群10匹 、計8群)に 分け、2週 間恒温恒湿環境下で飼育 したのち、8週

齢で以下の処置を施 した。なお、雌ラットに関 しては、この馴化期間巾に膣スメアの観察を行い、

発情間期(DII)の 午後に下記処置を行 った。

各群の実験処置(右 下図参照)

(A)雄 ラット対照群:無 処置で、さらに2週 間飼育 し10週 齢で標本採取。

(B)雄 ラット去勢手術群:両 側の精巣を切除 し、さらに2週 間飼育し10週 齢で標本採取。

{q雄 ラットT(テ ス トステロン)持 続投与群:両 側の精巣を切除 したのち、テス トステロンを充填

したサイラスティックチューブを背部皮下に埋め、さらに2週 間飼育 し10週 齢で標本採取。

(D)雄 ラットE2(エ ス トラジオール)持 続投与群:両 側の精巣を切除 したのち、エス トラジオール

を充填 したサイラスティックチューブを背部皮下に埋め、さらに2週 間飼育し10週 齢で標本

採取。

(E)雌 ラット対照群:無 処置で、さらに2週 間飼育 し10週 齢のDIIに 標本採取。

⊂F}雌 ラット去勢手術群:8週 齢のDIIに 両側の卵巣を切除 し、さらに2週 間飼育 し10週 齢で標

本採取。

(G)雌 ラットT持 続投与群:8週 齢のDIIに 両側の卵巣を切除 したのち、テス トステロンを充填 し

たサイラスティックチューブを背部皮下に埋め、さらに2週 間飼育し10週 齢で標本採取。

〔H⊃雌ラットE2持 続投与群:8週 齢のDIIに 両側の卵巣を切除 したのち、エス トラジオールを充填

したサイラスティックチューブを背部皮下に埋め、さらに2週 間飼育 し10週 齢で標本採取。
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上記処置を施したラットの下大静脈から、ケタミン ・セラクタール混合麻酔下で採血 した後、下

垂体 と両側の副腎を切除 し、直ちに液体窒素で急速凍結 して解析まで 一80。Cの ディー プフリー

ザー内で保存した。
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DNAマ イクロア レイ解析

使用 したDNAマ イクロア レイ

遺 伝 子発 現 プ ロ フ ァイル の網 羅 的 解 析 は、 ラ ッ ト遺伝 子 の塩 基 配列 に 由来 す る11,505個 の

80mercDNAが スポ ッ トされたDNAマ イ クロア レイ(MicroDiagnostic社 製)を 用いて行 った。

蝿

各実験群の下垂体 と副腎を凍結状態 の まま、それ ぞれ 液体 窒素で冷却 した乳鉢で破砕 した後、約

10倍 量 のIsogen試 薬(ニ ッポ ンジー ン)でtotalRNAを 抽 出 した。 さ らに、poly(A)PuristKit

(Ambion)を 用 いて、 このtotalRNAか らpoly(A)+RNAを 単離 し、逆転写反応 の鋳型 とした。

蛍光標識(DNAサ ンプルの調製とハイブリダイゼーシ ョン

各実験 群 の 下垂体 お よ び副腎(そ れ ぞ れ1回 の 解析 あ た り10匹 分 の組織 試料 を使 用)か ら単

離 したpoly(A)+RNA2μgを 鋳 型 と して、SuperScriptll(lnvitrogen)を 用 い てCyanine5(Cy5)-

duTP存 在下で逆転写反応 を行い、cy5で 蛍 光標識 され たcDNAを 調製 した。また、同様の手順で ラッ

ト全 身 か ら抽 出 され たPoly(A)+RNA標 準 品(ratwholebodyreference;MicroDiagnostic)2μg

を鋳型 と してCyanine3(Cy3)で 蛍 光標識 し合成 したcDNAを 、上記Cy5標 識cDNAと 競合 させ る

対照サ ンプル とした。

これ ら のCy3一 お よ びCy5一 標 識cDNAをHybridizationKit(MicroDiagnostic)を 用 い て 上 記

cDNAマ イ クロア レイに競合的 にハ イブ リダイ ズさせた後、各 スポ ッ ト上 のCy3一 お よびCy5一 の蛍

光強度をGenePix400AScanner(AxonInstruments)で 測定 した。

データの取得 と解析

得 られ た各 スポ ッ ト上 のCy3一 お よびCy5一 の蛍 光強度 の比をGenePixProソ フ トウェア(Axon

Instruments)で 計 算 ・標 準 化 した 後、MDIgeneexpressionanalysisソ フ トウ ェア パ ッケー ジ

(MicroDiagnostic)を 用いて 、実験群 と標準サ ンプル との遺伝子発現比(2を 底 とす る対数値 αog2)

で表現)を 算 出 した。 この標 準サ ンプル との発現比 を もとに して、次ペー ジ以降 の 「解析結果」の

項 で詳述す るクラスター 解析 お よび実験群 間の発現比の算 出を行 った。
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解析結果

DNAマ イクロア レイ解析結果の概要

今1・』のマイクロアレイ解析で得られた各サンプルの発現比(ラ ット標準サンプル(ratwholebody

reference)に 対する比を標準化 しLogeに 変換 したもの)を 赤から青の色調のグラデーシ ョン(赤:発

現比が高いもの、F#1発煙比が低いもの)で 表現し、2次 元のマ トリクスL一に整理 したものを示す(Fig.

1)。横軸は各実験群の ド重体および副腎から採取 したサ ンプル(各 実験群 ごとに3回 ずつ反復)を 、

縦軸は解析 したll,505個 の遺伝子を表してお り、縦軸方向の遺伝一fの並び順は、クラスター解析の

結果(右 端のデンドログラム)に 基づいて発現パターンが似ているものが近接するように整理されて

いる。

T
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_囎 嘔～1噸 醜毫 :帳∴
F'1/'1]のDNヘ マイク17ア しイ斜所粍黒の全察て、醒軸 は各実験群(3回 ずつ実施)、 縦軸 はマイクコア しイ上の11505'、 の述伝子 とな ってお

賠 、1際擁 讐 議 ∵惚 蕊 誘 ζ劃 罧 鱗、響 嬬 黙 媛 窒疑課藷話頴 、解
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下垂体 ・副腎で特に発現が高かった遺伝子群の同定 と再解析

マイクロアレイ解析の原理L-,下 垂体あ るいは副腎で特 に発現が高い遺伝了は、wholebody

referenceを 対照サ ンプルとした解析では発現比が測定」二限を超えて しまい、実験群間の発現の差を

正しく評価できない可能性がある。 しか しながら、そのような各組織で発現の高い遺伝子は当該組織

で重要な役割を担っている可能性が高い。そ こで、標準の解析では測定範囲を逸脱 して しまう遺伝子

の適切な評価のために、wholebodyreferenceに 雌雄の下垂体および副腎サンプルを各1/20量 加

えたもの(pit.&adr.mix)を 対照サンプルとした解析 も行った。

Fig.2は 、Fig.1で 示 した解析結果の全体図から下垂体および副腎で特に高い発現比を示 した遺伝

子が集積するクラスターを拡大 したものである。右側16レ ーンがpit&adr.mixを 対照サンプルと

した再解析結果であるが、この対照サ ンプルを用いた解析では各遺伝子の発現比が測定範囲内に収

まっていることがわかる。 このクラスターに属する遺伝子、および下垂体に関しては下垂体前葉のホ

ルモ ン分泌に基本的な役割を果た している遺伝子を加えて、標準解析および再解析の結果を一覧表

にまとめたものをTable1(下 垂体で特に高い発現を示 した遺伝子)とTable2(副 腎で特に高い発現

を示 した遺伝子)に 示 した。これらの結果から、副腎では皮質においてステロイ ド生合成に関与する

と思われるチ トクロームP450酵 素や、髄質におけるカテコールアミン代謝に関わる酵素(PNMTや

T珊 などの発現が特に高いことがわかる。一方、下垂体では前葉から分泌される各ペプチ ドホルモン、

グラニン蛋白群、視床下部からの各前葉ホルモン放出ホルモンの受容体などの発現が特に高かった。

1
1

1
{
i

...

一慰翻 熱捌㌔鋼 議適

{罰雷覇]網 叫 闘

.二 、似 瀧 憾 湯 刃」∴ .窪 磁

補
叢■嘆謡 塁

臨 器 濯 畿 爆驕｠

鱒 曇¢ 澄

盛 鶴

魁 感

猶 噌
ロロ　 ロ

塵攣 ■穏

1暉:1囲
孔 ∵ 淵 謎 馬 ノ∴ ∵.二/ニ
イゴ の16レ ー ン 分 ノ

一8一



一

ExperimentalGroup A B C D E F G H A B C D E F G H

castration(2w) ● 十 十 十 一 十 十 十 ● 十 十 十 一 十 寺 寺
一一一一一一一一 「　

+Testosterone(2w) 昌 ● 十 一 ● o 十 ● 一 一 十 一 ● 一 十 ●

.一一
+Estradiol(2w) ● 一 ● 十 一 ● ● 十 ● ■ ● ← 一 ● ■ 十

male female male female

PituitaryGlandvs.WholeBodyReference

2'【 囮r9

ρκ暫καyα α"d鵬 ρ焦Md轟m伽

覧1茎ゼ3、1圭1轟麗
r,..

.■響 一

」一_

6b6.6.3.03.035323.4

塵鵜5ρ43灘 …6ぷ5.95.44お4.7323535z.02319願 騨 噸

5.96.25.75.05.75.6

r.asa
_____一__一 一 ■■閉 騨一一

菖 ε榔55枷 埜 矯 三9醗翅 屡5礪53覧5虚6埜 焚 還
し」艦」■医加9・」

、1;1, 、1Ψi、謹瓢 思 瓢

'1噸 」「'

「,・

1σ 眉『可1・ 瞠

,<,.101閥 ●m●

下垂体前葉ホルモン
麗顔 邸3918ヨー一一__一 鄭q鰍 由 ㎞㎜,d幽5出1磁 倒 ●1

▽一一一一一初 ●' '噌 調甲 ド』
=騨 「判醐摩 引型 ■

'電謬7 `漏昌賜 'T.fl國
一 「 一 一 一

.66.5.5

5.7^

1.93.12.611.91.92.0

餅01σ戯
一

山 ㎞79醜叩臆㈲h㎝髄∞e綱 旧醜一.　 　 ■

5.42 z.so 2.852」 陰
一一 一i」

λ鰯
一 一.ゴ

踊一▲_
0.18

4.11
-7一 　 }.

5.30
-.一 皿

5.鯛
}「}一

へ17

泌
一 丁一一一　 ・

慮
一 一一 司一一 一 一

1AO7S7
.一.一L　 　 一 一 一 一 一 一.

幽圏i町殉叩o噛由㎞ ゆ㎞廟 磁 65"砺' 53幽5鴻 ・6轟舶6.6626.6

3.16
　}

3.15
-」-.

3.41

2.as

一一

5.7i Z60 盛9● __2.37
0.oe

以
一1.16

一 噌

3.1■5.44蟻 舶
一 「 「

轍
4

o.zo
一一 一

開頴012858一

髄04-
__-

100759

一一

一・」　
㎞曲血㎞9㎞ 剛鵬 劇 』勘{巳恥16.0-

　

一.一糟一

一 一

一
餉」隙 鑓㎞崩鞠 ㎞o隠 』酬1酬h⊃

一
4.44.13.712.23.02.8

--「 一『一　 一吋 一..一 一

5.013.54.14.1

一4
.12

π25雇 撫 噛0.08

0.97冒X14
一 一

t.lt

0」1

43i

O.60

5.9

【 一 」r晶

二78 Z30

2.at

一
z.3t ∬圏鵡01311`

.-一　

一一一一一.一而 鰯 蜘
醐 ㎞,beta錫 』磁㎝hl

一 一
555.94.44.1

5.85.5 .5.9

醐'樋 蔵1 、溺
一 一..一 一一 一.一 一一 一.

(POMC) r1賠6β 萄65&備 灘∬6∬ 顧一6 6.6.藍2∬ 一一翻 川
匿■一

碍 『紙2'S.1 3.15
一一一
tx

一一
:.se

-一.「 一一.-「

z"

2.76

禰
「一}、.-

0α7薄一

　 一.一 一..一

僻鱒鵬糊 甑 贋磁懸 蠣 鰹 雛.6.66.66.6 6.6666毒 6.66b膠 璽 遡 盟
4`_」L盈_」 ヒ」

o.0
._.:
-o.3a

∋。"魂`-

0.95

3.01 -_
濫万珊

一

瞳 一.i臨 oss L蓋乱 ..」愈諸
一一.一一L

胆 ●1罰29 圃 翼価髄{P瓢1
L孟-■=三4 m」[L 4'一 」暇』【0

グラニン董自
d剛旧脚A(cgll) 勝『454541鱒 鵜4糾5{7Z7「 跳.鴻 ま臓1獅 隅噛臓3「}鱈7了5Z5'欝23 λ駒

一
1。鱈 一課 0.39

-一 一

〇31

o.e9-
0』7

匹 タ
ls5

1036轟刷45鯛5
---.一 一

開既021655

NMO12526-.

一

伽剛陶㎜hAκ9勘 5.14.94913.33.03.313.7353.2

5.4SS5.815.4■

き崩3433.9

4.54.14.1
.一

山

2.04
　

1.n

2.01
「--一 一.一

脚

1

3.OS
95.04.814.74.94.9

-一

皿

蛋6SB5.1∬5.85.1

一一一

圓・・一 謡一 騰 甕:講 罵 嬰i・
5.71,5.9.2.12

一

一i　 了 A-一 一.

2」9
'畿w 瑚 `

脚
zn

.=麺.一一一
闘鰯ouzo

.一一 一一 一
d㎞1◎gr翫 ㎞8鈎 助

Staetogra曲gll⊂5glo

隈 岡蟹 廼SS隈 欄
4.33.94.012.b2b2.8

--

5.9
一置 一冒一 一}-7Tr

3.93.83.64.64.84$

2AO 2.0512.86
一 一 一　

223 2厨

026

z鱈

蕊嗣

1調

一一 一

D
一一

騨101〔5glll} 鳩
_{_

0.32

凋
一 一

2.572698 一 甚
0.75

一一
闇餉es;ese

一 一一一

鈎α繍噂r創自1川 勾lll⊃一一一一 翫一臨 涌 吾禰 穏163丁 ゴo 4.04.6「37和3ア3.7 o.0 0.15 五崩
_,_._
瓢亀●13175一

一一 一
7B2ρ朔崩 .⊆▲櫨 ▲盈 5置.益■&4▲2㌔ 皿`舖

"
■一=-

0.95

-一

一〇.61

0rs

姻
一`

0.81

3獅.臨 調 ■ 傷鰯

o!鱒 闘

一〇.401-0.731-0.56
--0

.30

0.α

・,層 ■
醜嵐櫨943 ▲L艶 。"弘.魅 己乱証邸 墨 盤

下垂体前葉ホルモン放出 ・抑制ホルモン愛審体
甑亀031●錦 卿個b㈱ ㎎㎞励 麗1鰍 働 冊冒,齪 一 ・r騨顯囎 '㎎ 二『賜「卿 矧 響.樋二閥 昂嘘噸 ■.脳 礫 刷 ・・研 聡・・罵 ・α3國 曝 ・一
圏鰻013●47
_一巴一一一一_
踊214706

一 一 一一而 翻
"開團 勾㎞一 罵r騨棚m制 . i薩 鱒 ρ

0.50.50.40.90.2v.7
哩煙卿⑫璽M遡 勉鯉

0.30.40.4 _,騰 灘総 ,贈 鯛[!迎 謹踊
0.60.40.910.40!0.3

o.8e

-o.as
・」鰍 。

一.一一.一一 一一一.一

;畷'畷 題硯 簿 爾

一〇 イB8
柳 猛,職、謝 一謹

一 一 一--一 一 一 一 一 一 一 一 一.一 一一-一

吻Mm巾 劇 ㎎㎞ ㎜ ㈹o謄幽r2働2⊃

一〇.35

0.0

_.一三ニー一

_一一ご._
麗繭030999
7-_一

瓢観0惣714
_一_r一

醐髄01Z89
_一一巴一一_

幽 蜘 隠i㎎ho禰Ol聰r蝉 ㏄1側 イ1⊃ ■ 一… 一一一一
コ`・・誕 圃 ■■ 騨 猛 置4澤

還 圓國臨 し,

一一一一 一一}・一一一 ….一 一

器需 畿錨
o超
一〇.09

.}' イ
蜘h回 鰯 ㎏hor鳳o隠r螺 α2に…2Do.eost.1 1」loeO.3

一

1.0-151.4
}皿

oipA
庸闘驚 欝號 器 髪懸糊 0.48

一一一 一一 一 一 一 「 　 一 一一 一 一 一 一 一

browWhormone・ 蘭roapbr(G闘 剛{}一一 脚353』4.739293b3βZ13。6Z61333.1Zglコ33533 L,調 響一Otl1.4
一 ・

2.3! izf :.n"1.36't.e: t
■ ■齢 豊,一 遭'笛 倉魯●胎 踊 温猶■謄■ ▲燗・漉 勅 ・

邸=""

2.4293.133453.655?6.コ 屡二～5

監,.;.,盤 議.29厳 監2』 ゆ
麗醜012翼7

一爾廉繭
02⑩直⊃1艶 蚤・鵬 一翻 戯』憾篭 熱塊」■P歯jl,一

国 一 一

その他
91観01ヨ ●●●
_一=P.一.

NMO5374{
_一.=一 、一_

轍1町 繍 騨 ●nfacto1{GNF1)(re.tfl)

口S:唱

調L82=6181.72.62.72.9『4:勇 再一5.63.5-3.53.4

聞r"■ 盟製7r瀞 ・「冊 ㈱ 刷▼37照 肝"遇 岬'7ぽ"騨 駆.w・ 噸躍,・電1

■■■「亨.9臣1騨 欄4掴1璽6.0.2.93
1おu1.●9

"一 濯調剛巴ず" 聯 四唱躍『聯彊罐■■ ^副 ■ 「 '`轟 ●ワ 燭
一 一 一一.

deMalikeho●●剛 隔 叩h削 似匿1⊃一一一一一一一一一一一一一 .一一 25●231一一一..
0.82!1.21

義"

鴇32『

ut
-1.12

一.璽z
2.36-『 一一
157

1£5
--.

tA7
-一.一

浦一2盈

"
二.麹.

謝
一.■-

Z77

凋4題

・tii

-0 .97

開観022153一 蝋 ㎞髄㎏1伽 即 愉1{5翫11
一「

D84336一

一 一一-.r

脳
一茎麟""蘭 嘱

。.
『嬢雛

_}「
ZOZ2括 砿0000.05239峨43£4愈 生64.45bα00ρ0刀

一
56β 醐 ;s=

t

一

軽3ユ3
0.67Mano3

ssx.61s.i十.iss

幽皿一 一 ■一 皿皿 『

5.15.25.8

t.aｺ
㎝ 　 　

2.45

謝
一.-
06414

噸o電闘山1腫い1,朧 糊一 邸14"生0おZ9一 幅 騙寵
幽 幽 騨 鵬幽1邸5355弱 ■r5.1-一 一一 駆 襲 二5.45.24.95 5.1

一一}一.一 一冒一

S.。二`'1螺 碧

5.7

L57 L鴇 3.24 1.91
一
崩

一}一 一山

2.13 凋
踊ism ㎞ 閥q慮●r5脚bstrate4

一.　}}

5.15,853
一r

535.15」 匹5.L5」595』55』 5.8535.7 川 2A6 z" 凋
-

Ln
一一
2A2

`刀6

-.

L74

2.32
-.

、」騨

_.一「=
隠饒031693
_一 一__

闘鯛osssn
一

一…醐
h4{97t4}鄭6555ρ535.7S.0

-一 一 一
5.45,449 4.95.45.3

一四
5.2535.415.75.65.4 4.75.4

124.63.95.4
z.sa i.60 2.3i 2.ae 加

欄 ㎞{…ins)
幽P

顯 渉1」壁 墾
0.50.1030.0

0.90.511.01.00.5

Tπ

0.81.91.811.71.412

購3543 4.15355 4.0483,613.63,739
へ

124.63.9 二4 1.E7 駄 、鯉P

O.61

048

ムη .韻 鵡
3.1-
4」調

r鯉

F

「_
勘B41

一㎞
㎞5伽1両 脚幽{罰"

一三一_ 　 一 一
10ゑo.ooo

一

`os9
051

0.19

」亟 0.12 10.0810 .35

颪.300.e4

0.20
0.50:灘 轟

～ 一 一F一

7--

5.85.15.4

1」1」P13膿 一 眠-0.62L"」一凹轟、-

3β3.1ヨ5-「bL69

鰯 f.12'Mli1●2

一
勲 一 一一

一

一 一一一
腿観o≫rn- 一 一

・一

0.0040.40.o
t1120.70.60.50.4

.-
3.03.83.112.62S3.1

--

1.63
-　 一 『一.

S3」

z.03
-.

Z17

一別 』D
-『.一.T-.一 幽一

1.2512.12-一 一一 一『一一
翫023.8

=圃 ゴo」6

爾　繭

義確
惹擁

一 『

剛劇 一 曜幽18{1』 甲糊一 一一 一一 一...一 一 一.一 一 一一 一.醒 冒『
▼一「}■

1.72.02.6
一 『.一ユ

5.8幽

SA5.25.1

掻」15.U瀞 ■ 舗091皇 趣L釧

i鰍 載 ω 一5J6A5.9」 璽懸測 曜駈脚
oat顯畠2178載 L■㎞㎜{・1匪醐tDNA9030603LU}一一一P-_一

顯幽麗6器3
_一_=「.

一 一 一

■曲一 3b3.945
r-　一 ■ ■脛5蝦 丘05』586ρ54525』 阿闇 遡

難 刷 川 醐一ユ

ー0.09
A103pl3 _匿 麗1聯 0.30.1 "3甑灘 、33困鵬 047虚1」3 爆

Table1.下 垂体で特に発現比が高 く標準対照サンプルを用いた解析では測定範囲を逸脱 してしまった遺伝子群

wholebodyreferenceよ り2倍 以上発現が高い場合を桃色に、測定範囲の上限

を超えた場合(発 現比の値が6以 上)を 赤色に塗って示してある。

ExperimentalGroup A B C D E F G H A B C D E F G H

castration(2w) 一一
匿 十 十 寺 一 十 十 十 一 十 十 十 一 十 十 十一一一

十Testosterone(2w) ● o 十 ● ■ ● 十 層 6 o 十 ● 一 ● 十 一

一一一一

+Estradiol(2w) 一 ● ● 十 ■ ● ● 十 一 一 ■ 十 一 ■ 儘 十

male 侮malo male female

AdrenalGlandvs.WholeBodyReference

F7'置]13' 一仁

、4dmηd6髭md四.ρ 臨&4d孤m伽

6Fで 一 ア 「
じ

,-r了 幽「-鴨`㎝…

13

×1213

74邸 『『

11.23

6' 鷲. 『 望し'蟹

1臣13・ 巾13屡 蔦 伺
翻 鰯6盈656謬

醐5.9、4.6595.璽6S6.263

6』⊃5」55b5.7欝6ゆ60

響 罰

ID 隠●m● 町マ1攣
056853 21-lgdroglsse

ド凹3糊

1123

腿

46A55

圃5.6

1i213

照 ・.一.「即・r聖,_刷_塾 ゴ冨.
ε3636662636躍595860

弓

.価" ""6.f 3.70 3.62 3.74 4.00一一 一
327

弼 3A1 粥 3忍.-3コ

ーL・.`馳 一

321

L71

凋

一一
〇863B ω ω到 2.75 335 2.79 獅 3.56

.一 一

鵬
.一 一 一

2茄
一一 「一一.」-

223
-一 冒h

ム59
一一「-..一

蹴
一

翼脚 ハ由』制 創繭 巽
甑昌●31118

一皿一一
翼蛙α腿7繋一 蘭1608罰1 簾至i量鰯

;

}一{
SbSb5.4

一一 ・一一

晒 藤5.9

2.1123.1

一}-

2.67
--

L71

aot 2.59 326 3.19 333-.一.一_』』=一__
旧21%

.一 一一 一㎜ 5b57嬰 團曜題5」559SA5.416』0

頓59瓢'粟 層5石 團5・162

　 一 一一.一
5.96.1:5815.4435214959SAIS.75.355 2.65 236 Z81

一 醒一一 　

乙81
-」 一邑一

鳩
一L-.

137

乙75 2S3

の6剛剛㎞面囎d●伽9● `36:t 2.f3
　 一.一

脚
一 一一

2.35

2.61 凋
　 一.　 馳 一

『一 ・

62一α63
隔L

43ヨ2Z5

一

5.9 _-1祷 置 司 一 一
一 一一.}..一 一

川

2.53

切
皿-皿

聯 2.22
一一

t19
r}一

閣 筋37闘 鞘 醐rasddereas醐 伽 り1

66ム 邸一
6凌64

議339
醐}餐 壁蝿聾 坐鰻
454.74.7474β494.74』46

.6362.6:3
474.74.1

灘 敷 ～!
4.1423.7

璽761
_一_一.一_一_.

順01"鍋
_一 三一

一_一=■

一

　 -一 一一.山 一一 一 一 一 　

碍r鯛 ㎜ ㎞ 幽 隔㎝塗鵬凶伽 ●rlo臓1-一

一一

Z79
一.一

濫1● 1」睦 tit 1鵡

■鮪031541
.一一'

甑亀●12526

.一..
O%の 臆ヒigel卜Nket唖⊂eヨ剛1⊃42 一.

5b5.2

　 一 一 一一一「

52Sb」L45ρ5」436」05」54849
一　
52453.7

一一

3.1424A 495553」 望』墓豊雪、,亀曇幽』』』蔽 L 幽 ρ.諫 1』墨襯 』■
げb`}.一 一.一 一

d㎜ ㎎mh8に9助
一 一幽一一一一 一」.「

5.75.44.914.84.95.0153534.7 5.65355 5.74.65D 5.6SS5.51-0.03 一〇.14 一〇.11 一〇14 os4 o.os -一_3Aa
oss

一m
一 山}一 一

珈

3.10

3.74
「-}-一

一3担齋

1S9

2.73

}

Sb隅7▼ マ

000%7
一 一 一 ・

冒繭 一
囚酌11』働,曲pr㎜ 匿∬" 鰯65認 蹴 講'秘"'砺 一55秘L6応" 鴨 撚 』"蔭6砒'6∬ 慧∬髄 欄228」

.蒲 雄 『3』鱒 下}3潮r

順017鴻6 醐P4弱,州 ㎞晦11Aに"11の1 ■ 伍 ・65

慶∬-i賑■ 隔
6万

-一一一

6応66ω65丘465
,・一 一 「 山 邑 一.,「 一

鵬6b6b 656石6b
-一一

555b砧

磯 砧

6.66b6b16b6b6.6 -「一 ■{-
6.65.86b16.05.96b

ω666羅2。n
}}-.

325

3.20

in 2.83
幽一　 「...「`

333

3A6
　 一一一

鳩
}一 一 一

一
鳩

『一Σ釣

一」一.r

輔3

凋
o.粥

璽3越

瑚一.-
3躍

一一一一一_6

4.1●一一璃

一35碩

『n-一　'踊

幻

一一=騨 一一...一 一 一

璽01～勉
一

一一 一.一 一 一 一

一一一 一 「 　 .　一.一 一 一 一 一 幽

醐 。P450,wbfamBy16,脚 榊t団e1に"削 .-
Cptodu◎ 鵬e,450,s閣bfaeiy期89㎝ 謄d鵬terに"11b@}
一 一 一 一一山一 置馳 一一 一.一 一

596b6石
一 一一一

6:66b6.6

6b6.16.6
「一 一 一

6b6b6b 6i「65-礪
一 一一.

3A5 3.54 2.92 一.-r-一

6b6b6.a一 一-
}一 　　

3』7
一

3.17

2.i1

4.25
--.　 一

336

濫98NM912531 6b636b 6bib66

隠髄05"●1一 `廊 ㎞融,4乳"協 両 ㎜{蜘 劇21殉 両 藤Oに励 丁 一
一　 一7　 一 一 一 一一 　 一一

一一{ 一.一 噌

歪565邸
6.0.6,ES.7

ω も565璽 彫65
___,、-r璽 日』___

,一一}一 一 一一

E36S63

砺 璽 強『3.00 3.04 L76
一L・

澱
一 一 一一一一

335
馳一

bb"邸6轟 邸 襲幅 一「磁 鋼慨 隙 酔鯛1
三9

535b

6b6.66b6.6.6bb

626.S6353一

一一 一

2.63
}一 一

3.01 ⊃2鵬 332 3.22017082 cytodraeeP450t11631CTP1163)
邸63bb

5.9_62

SB㎜01"26-,.一.

陰6.6bb助

r面.q-一
論輌両爵画6薗酋函「1〔晶虐藍1∫一一 一皿 障6』緊49

『訂 調

■■塑. 56夢署固16.06己f篭騨屡謹6ρ5.7555ρ525.9口5」9 脳
一-

23S

玄廊

t.ae
---「 「 冒

2.74

魏 2』1 2.24
}「 π一7.}一 一

泌
5』臨

而
-一 一.r

"'鵬 醐6る6b6b16b6bω

一
憩 二7翫9

、禰 署

一　一 一

顔一瓶
」__

　 一一一一
2.34

『 一 一一.

Z27
一 一一 一

3.Si
翼醜215757 55595.9

一
57弼59 ω6063

器i霧 器'凋`ρ

一
他:led-related醐 剛 一 闘鵬爾3

轟陥21343
}

艸 由1墜 鰯65 65嚇 『泌
　

一『 『一一

3.73 3.65
　

4.03
皿

3A1 351

256-
T一 一一

2A7

3頑
踊…樋
一涌i

　1護

「

一　
隠齢017踊5
_.一

一 　

乙87 236 ム78 2.i9 2.55一Σ
72

晒 酬 紬 鵬3bets-sndstenWdeka-isa "65鱒 甦鮪劇 鰻概 憩
一 幽4353521 Noe-t

蔭躯 騒[
S.85.95.0

、襲 嬉 蘭
5.81bS.7

¶ 襲 緬 艇 襲 鱒 郵 μ噸 輔.濫 餌
S.1薗19149595.1エ4534.5

-一 一一 一「曽

一釦6

一一 一.

2.13

二77 338 2.02 珈
翼1載11

「「一 一

4ASb52 4β5b5.45.1

5.95.75.4「一　}一
5.45252

3.18一一 冒
5452三 覧1494.649三 〉.t555お2LO3

一 『 一 一}一 一 一,一'一 一

2.36

226 珈
一一 匿

2.37 ZK t62
一一-一 一 皿

ts4

t.ｵ

t.oe
岬1幽 咽一 』一図 絢 ㎞ 隔向娩 側 助.-

076論5
一 一 一一 一

燃 ㎎μ馴脚 慮ord齢58娩副
.一一一

Sb5.952 5」5552引 目騨5055 5.75A4b1454.44.415.45b5.7 1.98 1」57 197 踊
一

NMO31551 伽 晶㎎一 』翼賦●嘲蜘protein(Star⊃
闘 弩
己
『}一

謬w脳 樋 灘 耀 研剛53ig鳳 ∫罐 棚 ■49騨 顎 欝a粥 胴5q
一

2.69 2』鑓 雄
}一 一一

tea
一

2.24 珈 調一説

溺一

雪一一 一一一.一一一
卿fdogenicaartengr絢 醐n{5偵 劇ゆ 6b6b6b6.3、鯉 趣 欄 腰 硬 鋪5'■ 一論54笛 遜 爾 勘 2.31

3.09

濫51-一.
3.73

1糾 1.95
一

1.83
L-L

漁AfO31384
一一一一而翫幽t6直漁

麗+由㈲煎矧q

53
60

顧58三1蕊 盈 憩5.75.9鍵.585.9■5.75b

5.9

憩

5.1535.1∬ 組5, 乳99 3A3 335 3.14
07臼19

-「

開観eu≫ ●
__一」「一

_一 一r-

Dl4336

一
融 的白α巾9●m-一 ・{

5b521S.tSb4.3

535.95.45.95.6

4.15,75」 5B4953 5.95SSb
----

S.7

5b5854 asi 蹴 z.s6 235 2.73 雄 239 磯
騒亀2B1●9 副㎞㎜0騨 ◎D圃 蜘既GC19056)

一.一
S.7 一

　 一 一

S.75.7Sb5β

一 一.

583.95516A534.9

廊「豆袖i誘■ ■ _.匿

59賦_艦 羽

蜘 撚 い趨, 3畑82　 09陪「 盛艦.撫 ,.糊

zoG

一一}　

S.t5.45.4

纐 勲o」7 彌
,

0310A9 02sO.66 051 0.60 024
1

Table2.副 腎で特 に発現比が高 く標準対照サンプルを用いた解析では測定範囲を逸脱 してしまった遺伝子群

各データの色分けに関してはTable1と 同じ。
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性腺機能に関与する可能性のある遺伝子の抽出

今回の研究は、下垂体の性腺刺激ホルモ ン産生細胞で重要な役割を果たしている可能性のある遺伝

子群を探索することを目的としているため、さらに、下垂体あるいは副腎において、次の観点から

Tukeyの 方法で統計学的に有意な差が認められる遺伝子を抽出した(pく0.05、nニ3)。

出基

1.雌 雄の対 照群(A群(♂)とE群(♀)》 間 で有意 な発現比の差が認め られ たもの:

1)下 垂体:サ ンプル#1(A群)と サンプル#9(E群)を 比較

2)副 腎:サ ンプル#5(A群)と サンプル#13(E群)を 比較

2.雌 雄そ れぞ れの去 勢手 術群(B群(♂ 》、F群(♀))と 対 照群の 間で 有意な 発現の 差が

認め られ たもの:

1)下 垂体:♂:サ ンプル#2(B群)と サンプル#1(A群)

2)下 垂体:♀:サ ンプル#10(F群)と サンプル#9(E群)

3)副 腎:♂:サ ンプル#6(B群)と サンプル#5(A群)

4)副 腎:♀:サ ンプル#14(F群)と サンプル#13(E群)

3.雌 雄 それぞれの テス トステ ロン(T)持 続投与群(C群(♂}、G群(♀})と 去勢手術群の

間で有意 な発現 の差が認め られ たもの:

1)下垂体:♂:サ ンプル#3(⊂ 群)と サンプル#2(B群)

2)下 垂体:♀:サ ンプル#11(G群)と サンプル#10(F群)

3)副 腎:♂:サ ンプル#7(⊂ 群)と サンプル#6(B群)

4)副 腎:♀:サ ンプル#15(G群)と サンプル#14(F群)

4.雌 雄それ ぞれの エス トラジオール(E2)持 続投 与群(D群(♂)、H群(♀)}と 去勢手'・

群の 間で 有意 な発現の差が認め られ たもの:

1)下垂体:♂:サ ンプル#4(D群)と サンプル#2(B群)

2)下 垂体:♀:サ ンプル#12(H群)と サンプル#10(F群)

3)副 腎:♂:サ ンプル#8(D群)と サンプル#6(B群)

4)副 腎:♀:サ ンプル#16(H群)と サンプル#14(F群)

以上の抽出基準で統計学的に有意な差を認めた遺伝子は総計1640個 あり、 これらの遺伝子の下垂

体および副腎における発現比を一覧表に整理 し、本報告書 ・巻末 「付表1」 に掲載 した。
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下垂体と副腎における発現に関 して雌雄差が認められた遺伝子の同定

L記 の抽出条件の うち、 まずL雌 雄の対照群(A群(♂)とE群(♀))間 で発現比 を比較 して、

Tukeyの 統計量をもとにp<0.05の 水準で有意差が認め られた遺伝fを ド垂体と副腎のそれぞれで抽

出した,

その結果、今回検討 したll,505個 のcDNAス ポ ットの うち、 ド垂体ではll2遺 伝一∫、副腎では

87遺 伝子で有意差が認め られた(付 表2参 照)。 しか し、Tukeyの 統計 最を もとにした比較で、両

組織で共通 して有意な雌雄差を認めた遺伝rは 、わずかに4遺 伝 子しかなかった。さらに、 ド垂体

と副腎におけるこれ らの遺伝子の発現の雌雄差を比較するために、下垂体 と副腎の発現比に関する

雌雄間のTukeyの 統計量をそれぞれ横軸 と縦軸に割 り振 って散布図を作製 したところ、両者の相関

が最大 となる傾 き+1の 直線の近傍で原点から十分に遠い領域 にはほ とん どデー タが分布せず、 ド

垂体 と副腎の両方で同等の雌雄差が認められる遺伝子がほとん ど存在 しない ことが明らかにな った

(Fig.5)。このことは、遺伝子発現に関 して雌雄差が生 じる機構は、組織ごとに異なっている可能性を

強く示唆する所見と思われた。
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下垂体と副腎で雌雄差が認められた遺伝子の発現に対する去勢手術の影響

次 に、性腺 にtltす る液性 因 子が 下垂体や副 腎の遺伝 子発現の雌雄 差に どのT1;度寄与するか、去勢

前後 での雌雄差の変化 を検討 した。

まず、 ノ〉回の ア レイで検 討 したll,505遺 伝子 につ いて、そ の対照 群(赤)と 去勢群(黄)の ド垂

体(横 軸)と 副腎(縦 軸)の そ れ ぞ

れ にお ける発現 比の雌雄差を 散布 図.》castrated

に ま とめ た(Fig.4)。 この 散 布 図 で ⊂ontrol(male/female)

5各データの分布が去勢後に原点に収

束していくことから、 ド唾体 と副腎

で認め られた遺伝子発現の雌雄差は

去勢後に小さ くなることがわかる。

また、対照群の下唾体あるいは副腎

で雌雄差が認められた上記の遺伝了

に関しては、さらに去勢手術が雌雄

差に与える影響に関 して詳細に検討

した(付 表3参 照)。 その結果、上

記の雌雄差が認められた遺伝子のう

ち、去勢 手術2週 間後の時点で も

有意な雌雄差を示 したものは下垂体

で7遺 伝 子(6.3%)、 副腎で2遺 伝

子(2.3%)し かな く、 これ らの組織

で雌雄差を決定する主要な因子は性

腺に由来する液性因子であることが

強 く示唆された(付 表3)。
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下 垂体 に お ける雌雄 差(発 現 比)

の差を、横軸(下 垂体)と 縦軸(副 腎)の2次 元平面上に散布図

とし した ・昭 の の 差

下垂体と副腎で雌雄差が認められた遺伝子の発現に対する雌雄の性ステロイドの影響

次に、性腺に由来する液性因了で最も影響力が大きいと思われる雌雄の性ステロイ ドホルモンに焦

点を絞 り、去勢 した雌雄のラットに雌雄の性ステロイ ド(テ ストステロン(T)と エス トラジオール(E2))

を2週 間持続投与 し、下垂体や副腎での遺伝子発現の変化を解析した。

その結果、 ド乖体では雌雄差を認めた遺伝子の約70%が エス トラジオール投与によって雌雄差と

同方向性の発現の変化を示 したのに対 し、副腎では雌雄差を認めた遺伝子の約80%が テス トステロ

ン投与によって雌雄差と同方向性の発現の変化を示 した(詳 細は付表4お よび付表5を 参照)。 この

傾向は、横軸にT持 続投与の影響、縦軸にE2持 続投 与の影響をとり、Tukeyの 統計最(Fig.5(下 垂体)、

Fig.7(副 腎))あ るいは発現比の差(Fig。6(ド 垂体)、.・(副 腎))で 雌雄差が認められた上記遺

伝子の相対的位置を散布図に表 して比較すると明 らかである。

また、上述 した去勢手術前後の遺伝子発現の変化方向や変化量からも、下Tf体 では卵巣切除後の変

化の方が、副腎では精巣切除後の変化の方がより顕著である傾向が認められ、これらの所見を総合す

ると、 ド莚体ではエス トロゲンが、副腎ではアン ドロゲンが主として遺伝子発現の雌雄差を決定する

因rと して作用 していることが強く示唆された。
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下垂体の リボソーム構成蛋白遺伝子の発現に対するエス トロゲンの影響

今回の性 ステロイ ドの影響の解析の過桿で、 ド垂体におけるリボソーム蛋白遺伝 ∫の発現調節に関

して興味深い所見を得た。

Fig,9は ド垂体(横 軸)と 副腎(縦 軸)に おけるリボソーム構成蛋白遺伝 ∫の発現に関して、エス ト

ラジオール投与群 と去勢手術群のTukeyの 統計最(A)お よび発現比の差(B)を 算出して散布図に

表したものである。また、Table3に は、今回使用 したマイクロアレイLに スポットされているすべ

てのリボソーム蛋白遺伝子の発現比の変化をまとめた。

これらのデータから明らかなように、 ド垂体における細胞質のリボゾーム蛋白遺伝子の発現はほぼ

例外無くエストラジオール持続投与によって著明に増加する。興味深いことに、このような変化はr

唾体でのみ観察され、副腎ではエス トラジオール持続投与による影響は認められなかった。一方、 ミ

トコンドリアの リボソーム蛋白に関しては、 ト垂体においても同条件 ドで少数の遺伝 ∫の発現が軽度

にL昇 したのみであった。

これらの所見から、細胞質 リボソームを構成する蛋白遺伝子群には何らかの普遍的な発現調節機構

があることが強 く示唆され、さらに、この調節系は下垂体組織特異的にエス トロゲンによって促進さ

れることが明らかになった。

統計量 発現比の変化量
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エス トラジオール投 与群と去勢手術群のTukeyの 統計最(A)お よび発現比の差(B)を 算出して散布図にf

した。また、細胞質のリボソーム構成蛋白遺伝'の 値を青色(雄)と 赤色(雌)、 ミトコンドリアのリボソーム

}成蛋白遺伝fの 値を緑色(雄)と 黄色(雌)で 色分けして示している。
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考察

内 分 泌 組 織 に は 発 現 に 関 して 明 瞭 な 雌 雄 差 が認 め られ る遺 伝 子 が 存 在 す る

下垂体前葉の性腺刺激ホルモン産生細胞は視床下部一下垂体一性腺系の巾心に位置し、黄体形成ホ

ルモン(田)と 卵胞刺激ホルモン(FSH)を 分泌することで、精巣や卵巣など性腺における配偶子形成

や性ステロイ ド生合成を制御 している。一方、性腺で生合成 ・分泌された性ステロイ ドは、体循環を

経由して視床下部のGnRHニ ューロンや下垂体前葉の性腺刺激ホルモン産生細胞に作用し、これ ら

の細胞の機能のフィー ドバ ック制御を行うことが知 られている。

この性腺およびその付属器は生体で最も明瞭な雌雄差を有する臓器系であり、事実、性腺から分泌

されるステロイ ドやペプチ ド性の生理活性物質の分子種や量には明瞭な雌雄差が存在する。下垂体前

葉の性腺刺激ホルモン産生細胞は、このような制御系の巾軸に位置することから、その遺伝子発現や

機能的な側面に関 して も雌雄で異なる可能性が推測されてきた。 しか し、これまでに下垂体をはじめ

とする様々な組織 ・細胞で具体的にどのような遺伝了の発現に雌雄差が認められるのかという点に関

して解明した研究は無かった。

解析結果の項で示 した通 り、今回のマイクロアレイ解析では、ラット遺伝子に由来するll,505個

のcDNAへ の競合的結合を指標 として、下垂体および副腎における遺伝子発現を雌雄で比較 し、これ

らの組織で明瞭な雌雄差を示す遺伝子群を抽出した。Tukeyの 方法をもとにした統計学的な検討では、

有意な雌雄差(p<0.05、n=3)が 認め られた遺伝了の数 ・割合は、検討した遺伝子総数のほぼ1%(下

垂体では112遺 伝子、副腎では87遺 伝子)で あった。

ところが、これ ら下垂体と副腎で雌雄差を認めた遺伝子を比較 してみたところ、両組織で共通 して

有意な雌雄差を認めた遺伝子は、わずかに4遺 伝子 しかなかった(Fig.5)。 このことは、遺伝子発現

に関して雌雄差が生じる機構が組織 ごとに異なっている可能性を示 してお り、本研究では、さらに遺

伝子発現の雌雄差が生じる機序に関して実験的に検討 してみた。

遺伝 子 発 現 に お け る 雌 雄 差 を決 定 す る 主 要 な 因子 は 性 腺 に 由 来 す る液 性 因子 で あ る

まず、性腺に由来する液性因子が下垂体や副腎の遺伝子発現の雌雄差にどの程度寄与するか、去勢

前後の遺伝子発現比を比較することで評価 した ところ、対照群の下垂体あるいは副腎で有意な雌雄差

を示 した上記の遺伝子の うち、去勢手術2週 間後の時点でなお有意な雌雄差を示 したものは下垂体

で7遺 伝子(6.3%)、 副腎で2遺 伝子(2.3%)し かな く、これ らの組織で雌雄差を決定する主要な因子

は性腺に由来する液性因子であることが強 く示唆された(Fig.6)。 言い換えると、下垂体や副腎で発

現 している遺伝子の雌雄差の大部分は、遺伝的に固定されている細胞そのもののゲノム上の性差に

よって決定付けられているわけではな く、性成熟にともない後天的に確立されてい く雌雄の性ステロ

イ ドなどの体内環境の差異に強 く依存 して変化 しうることを意味 している。

性腺か ら体循環に放出され下垂体や副腎などの細胞に影響を及ぼす因子 としては、テス トステロン

やエス トロゲンなど雌雄の性ステロイ ドホルモンやインヒビンやアクチビンなど蛋白性の生理活性物

質な どが考えられる。そこで本研究では、次に、そのような因子で最 も雌雄間での違いが大きい性ス

テロイ ドホルモンに焦点を絞 り、これらの持続投与が下垂体や副腎での遺伝子発現にどのような影響

を与えるか解析 した。

遺伝子 発現 にお ける雌雄 差を決定す る因子や機序 は組織 ・細胞 ごとに異な る

去勢した動物に雌雄の性ステロイ ドを2週 間持続投与し、遺伝子発現における雌雄差を再現でき

るかどうか検討した結果、下垂体では雌雄差を認めた遺伝子の約70%が エストラジオール投与に

一16一



よって元来の雌雄差 と同方向性の発現の変化を示したのに対 し、副腎では雌雄差を認めた遺伝子の約

80%が テス トステロン投与によって雌雄差 と同方向性の発現の変化を示 した。また、上述 した去勢

手術前後の遺伝子発現の変化からも、下垂体では卵巣切除後の変化の方が、副腎では精巣切除後の変

化の方がより顕著である傾向が認め られた。これらの所見を総合すると、下垂体ではエス トロゲンが、

副腎ではアン ドロゲンが主として遺伝子発現の雌雄差を決定する因子 として作用していることが強 く

示唆された。

またグラニン蛋白のような下垂体 と副腎の両方で発現 している蛋白であっても、雌雄の性ステロイ

ドの影響の強さや発現変化の方向性に関しては同一のホルモン環境下にある動物内でも下垂体と副腎

で異なっていた。この所見は、組織 ・細胞における遺伝子発現の雌雄差が各遺伝子のプロモーターや

エンハンサー領域の構造 ・塩基配列のみで決定されるのではな く、その遺伝子が発現 している細胞の

シグナル伝達経路の差異に強 く依存 して決定される可能性が示唆された。

本研究プロジェク トの現況と今後の課題および展望

当初の研究計画ではDNAマ イクロアレイを活用 した包括的解析に引き続いて、性腺刺激ホルモン

産生細胞で重要な働きを果たしている可能性が高い遺伝子を絞 り込み解析する予定であったが、予想

以上にマイクロアレイ解析結果の分析に時間がかかったため、まだ個別の遺伝子産物の局在解析 ・機

能解析までは完了していない。この個別の遺伝子産物の解析に関しては、今回報告した包括的解析の

分析結果を元に、免疫組織化学法を組み合わせて現在解析を進めているところであ り、これまで得 ら

れた実験結果か らは興味深い遺伝子が同定できそうな感触を得ている。

今回の研究で得 られた結果の一部は、本報告書の研究発表の項に記 した論文および学会発表で公表

した。また、本報告で述べた研究過程の根拠 となる解析結果の詳細は、本報告書の次ページ以降に綴

じて添付 してある。

今回報告 した下垂体および副腎における遺伝子発現の雌雄差については、これまでに類似する研究

はなく、現在、この報告書にまとめた内容をもとにして原著論文 として投稿できるよう準備を進めて

いる。
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付 表1
(雌雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧表)

各実験群の下垂体(見 開き偶数ページ)と 副腎(見 開き奇数ページ)に おける各遺伝子の発現比(rat

wholebodyreferenceに 対する発現比、平均値±SEM)の 一覧表を示 した。発現比の欄に関しては、rat

wholebodyreferen(eに 対 して2倍 以上発現が高い場合(Log2で 表された差が1以 上の場合)に は桃色

で、1/2以 下の場合(Log2で 表された差が 一1以下の場合)に は水色で塗 り示 している。

このratwholebodyreferenceに 対する発現比に加えて、右端には、雌雄差の有無(B欄)、 去勢手

術の影響の有無(下 垂体(⊂ 欄)、副腎(D欄))、T持 続投与の影響の有無(下 垂体(E欄)、 副腎(F欄))、

およびE2持 続投与の影響の有無(下 垂体(G欄)、 副腎(H欄))に 関 して分類 して指標を記 した。

⊂-Hの 各欄の数字は、雌雄両方で有意な変化が認められた場合(1)、 雄のみで有意な変化が認め ら

れた場合(2)、 および雌のみで有意な変化が認められた場合(3)を 表 している。また、性ステロイ ド

持続投与の影響に関する各欄の右には、それぞれの性ステロイ ドの影響を受けて発現が増加 した場合に

は+、 低下 した場合には 一を記 している。 これらの欄において有意な変化が認められた場合には桃色に

塗 り示 している。
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付表1: 雌雄差あるいは実験処置で溌現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧

(4134ペ ージ;各 実験群の副腎における発現比その2)
'

一23一



甲

臓

繭 励
● ◆

・ 十 ●

撫
20,

漁
鵡

鑑
鑑
so9

2,0

2π

su

丑

一.鯉
su

2,σ

s≫

」堅蔓

遡

脚
,麗

us

塑
趨
泌
加
m

塑
塑
聖
謝
函

璽
餌

泌
函
297

塑
加
禰

24,

の

輿鴫』1塑

胆」翅68

墜些」!型.一

処麹臓
型Lurn_

噸 笹一.
麗鵬172●●9

瓢醜61鱒9

.塑X13繊3

"79閥

.凹塑1脚

腿!..
塑]9!1塑.

s
胤 me澱5E鰯 ㎜S【 鰯

●●■齢 圃壷kaW一 輿 塑1 ●」33● 」6 土●3● ●532●.1■ ●5●2● 」5● 」4忠 ●.14

P韓唯蟹幽魍1塵1L_ ●31土 ●」6

-033tiii

3x.17

念 ●.,●

●31ま ●」a●31ま ●」鴫 ●」邑3● 」曜

隔謝 崩働■」鰯●d論圃u噛6』b●●聰5

陣騨塑璽隆塑蝉幽噛' ま●51 *us

向馴墜璽塑麹塑胆 卿 匹
oo図 剛蝕山幽6翻馳◎・1 3

t●創

土●⊃2

t●加

念●」h

・0湖 ま ●」●{} 。η 土 ●.11-0532● 」1

ま ●.n myes

ま●」暉 ●57ま ●」鴫

甲幽噸蝦 」墜圃 一一
堕壷L

鯛塑墜塑剛 切唾

:・u

●3弓 含●」瞼

◆

貫魑髄 瞳堕 璽

十

闘塑 堕幽璽堕璽韮
豊昼巨噸塑.爽 壁亘Yi.翅 鋼凱.一

鷺 、・
.ゴ・・

㎜5E飢 ㎜5阻

●59士 ●」● ●24ま ●」1

●3●3● 」2
'l

t●.n

●』6t● 」7

s C

尋
郭

躍
測
麹
超
蔓

σ

2
一
2

s十s

ao

堂
魏
鳩
掛
甥
iss

η
掬
iss

型
紛
篇
測

紛

加
_≫

272

m

訓
玩
=ss

:n

念●」幡

ま●26●21

●55土 ●創

2

.
-

.
4

,

一

念●」1● お

ゆ』oま ●」5

念●」隅

雲 ●」●-0.07ま ●13

●.)Sま ●」●

●s;t●x

●.182●u

鯉 墾塑1樋 肖陞堕ゆ

士●」2

ま●3ヨ

t●a:

.噛堕璽塾!-2魍
..r...

購L.-fur,塑 卿璽墜塑璽堕腿3

糊聖麓2槻.璽 匙鎧 趣幽回瞳

塾堕」!型艶一一,q塑.型触騨璽阯 一一一_
勘●11隠56

.靴塑廼
0
rrnns

塑』軽塑..

4.03土 ●」3

'iま ●」幡

ま ●」7 土●st

●調t● 」7

●r士 ●.13

4.7Z忠 ●a:

●」瞳 ま●21 土 ●.16

●」62●n

幽

●as念 ●21

一〇593● 」●

・o.M2●A3

・0.63士 ●」●

t●劇

●25忠 ●37

0.1030111-0.0230N

●」2ま ●」9

一〇17ま ●」7

●鱒 象●.16

土●」●

t● 」04.40ま ●』●

2●32ま ●の1

念●a●

●」● ま ●」●451土 ●』4

3×11

●573● ∂4

2●J3

●」● 士●」24』8ま ●」a尋322● 」曙

4.77ま ●35→.46士 ●」● 3●」7

●3● ま ●」ゆ 一〇59土 ●27',1.".士 ●24

ヨ コま ●a,2●s●-0
.77ま ●」●

土●」5● 」1土 ●」曝

●552● 鱒

・0。nま ●」岡

ま●」3

●邸 忠●」瞬

2●24●31t● ●11㊤.06ま ●」5

●r土 ●」1● 」● 土●」● ●」y 土●」34.筋

t● 」2

ま●」1

2● 」岡

ま ●.17

.唾

土 ●.,`

ま ●.it

t●」2

●ユ22●29

●』● ま…

.土 ●」7

●39ま ●」3

一〇SSt1.p
弓・ ま●」1

・o.a含 ●」2

●31ま ●n

4.餌 ま ●」鰯

忠●27

,

.
-

↑

t●」齢 2●u

念●鱒 ●3●

土●」2● 」9

士●鱒 3●u

3x.13 :・.≫

●5● 念 ●」1● 」6ま ●」1・0.aま ●」3

●糾 忠●」7

一〇.71ま ●」3

・oβ5t● 」3

・0222● 訓

・o鴻 ま ●」2

●.122● 飢

t● 」6

4.10ま ●」5-Oss

';ま ●』6

唱●.97ま ●」●2-0●1ユ

ま●」N

ま●a●

ま●」2

3● 」●

t・u

tl13x.11

4.nま ●β8

3×11

:・u「蔦

、3●36

土●」3-015

t● 劇

t● 」1

璽麺麺堕頓嗣幽璽一 些」随
幽

3×31

麹 璽翅塑塑朔凶堕伽謝3

.腿L-.
㎜

搭

型L型塑.
唖
腿

蜘噌随堅劃0璽1
_1塑 喚塑 ⊇

一麺鰯醐璽劇堕■●一
樋9麗 塾
醐 自●■噂醐■■■』』■■随9融●白醜7

忠●a●

.噛 塵勉向騨堕
rr.wM+.u.

一〇bl3● 」14.89念 ●」●

3●a,

●55ま ●as● 」臨3● 」7

・o.so土 ●幽 念●as

1.7!2x.12

●362● 」2

士●25

4.70士 ●.1`

2● ∂4

忠●」1 3●.,●

gat:・n

土●』7

一〇.02● 斜

2●.18 2●.,,

一〇。66ま ●」a◎30忠 ●」●4。47ま ●」24。92ま ●」●

・0893● 」7

一〇blt1.NI-0.19

ま ●.,,

3● 」1

●u3●12 士 ●.15 t●」K● 」鳴 士●21 ま ●K

4.94土 ●溺

2●」H

堕麺顧簑⊇塑蝉6腰一. ●湘 ま●劔

唖 堕一!塾鍾蝉.趣鯉

●5●2● 訓

一〇.092111

●52士 ●認
彫 土 ●25

4,鈴2● 」隠

・0
.66士 ●訓

冨 含 ●』2

ま ●」幡

士 ●」9

●」躍2● 」鴎 ●」72● 」1

象 ●.18'念 ●』● 弔 』ユ 含 ●』2-0.13ま ●」s

堅MI●3鵬●

腿
㎜

鯉 腿堕噸q曜 ・0243●3f

●邸 土●」巳 ●」●3● 」2 2●.,:● 」●t● 」●

i●.0

●」6ま ●」K● 」72● 」曜 ●s●3● 」● ●AS3●a:

一〇.67士 ●創 3● 」9マ1.胴 『2●23 土 ●u

・●.412● 」曜 つ,1∋ 念 ●」a4."2● 」歴4。"ま ●」麿

尋.79土 ●斜 2●J3-033重 ●」● t● 」●

一〇.66ま ●」協 3●.1● ま●』6 土 ●,:

●34s● 」● ●2● 土●」● ●」1士 ●」口 ●312● 」喝

●8念 ●」●

●512● 茄

4.91t● 」1

一〇93念 ●a●

4.763● 』4

4.Kt●n

2● 」曜 ●552● 」7・ ◎.252● 」● ●」躍 ま ●」鴫

●3iま ●」●

a.io士 ●」● ●」睦3●x

一〇57コ ヒ ●」闘i-0 .銘 ま ●」2● 』鴎 忠 ●」7●,112● 」1rO.81忠 ●●12● 』協 土 ●⊃1

脳 塑些喧!幽劇 念 ●.17

士 ●溺

2●∂4

3●dt :us 念●」3 土 ●.16 土 ●.1● tgas ま ●.15

劉 」纈覗 ●59念 ●」● ●5●ま●」1● 」購 土 ●」● ●51t● 」購 ●」雪3● 」1● 」暉 ま●」2● 」s念 ●」1● 』購t● 」●

腿
腿
鰯舗り●

堕堕曜型但㊤一鎚」●●,.〉. t●」5●39ま ●a, ま ●」1 ま●」6 2=● 」ゆ ●57念 ●』7 ま ●Jj

一17⊆ 堕 一頻幽 ま●」3 念 ●調●rO.92ま ●の3-0112● 」1{膳5ま ●.13'

塾幽 並_一

腿
腿

●噌遡

'ま ●」1● 」鴫 ま ●』7

一〇.70tx.331-0.973x.13 士 ●」図5dO.832● ●1● ■0.糾20●17

i●」睡

コ=●.1ヨ4.94ま ●』0

噛 ●」●● ま ●』● ・⊂)」04ま●」瞳 ●」72● 」隠 響6P.172● ●14{騨 』吟 糞 ●。14{塾.14念OJ● ● ●」1ま ●」に

唖 ま●β3 念 ●。u 念 ●鰯

●.172● 」罎 ●♂●7

2●u 2●」● t● 」4 t●.1●

一4 1.1131.1711.11tIJ7 ま●」囑 ●.1●ま●」曜 ●」● ま●」6

」db鯛 ■断凹馳」醜bU開 伽●●r2■』腫■ ●」7ま ●」唐 ●」● 念●.14● 」32● 」● ●54ま ●」● ●」韓2● 」● ●」5念 ●」曜

●」9ま ●」幡

●調 土 ●」1

剛瞳鯛25腿 魍 一 壷堕堕塑 4.492● 調5尋."念 ●』14レ492● 飢4.742● 那4502● 」●4品t● 」●454士 ●」7

4.osま ●」●

・o.96ま ●」岡

037SIN

◎幻 ま●」睡

●.02● 」●

●s●3● 鱒

堕
㎜

鵬0●53"7

㎜
㎜
65罰7

腿.
蝉 堕一.

腿 週
㎜ 凋●

_一__賢一.麹 堕一一__

麗塑堕壷璽聖璽⊆幽3-_
興 糎堕■幽"
o噸塑幽,

3● 」9曾1り で`P2●.15

x.55ま ●」●

ま●」9 土1」7 2●56 ま●」2

●32ま ●」噌 ●」9t● 」1● 」5ま ●」1 2●13●n念 ●.1● ●」●2● 」w

念 ●s

●』●2● β3● 」5ま ●」鵬 ●332● 」5●3● 忠●」● ●35ま ●」● ●」● ま●」5

tl33x.15 tX37 3il1IiAitili t●.13

2●24

2● 溺

●」塗 ま ●」鴫4.09ま ●」1● 」●2●6114.42含 ●」麿 ●」aま ●」1尋.鵠 ま ●」1

塑堕璽一 堕壷麹 ま●34 2● ユ3 ま●郭

ま●の7

土●13 2●.0 2● β3一 3●」9 3● 湘 含●」9

』1鱒■■翻謄帽劇軸馳62 ●17

『-r

念 ●s・一'

.…31鍾

.

念 ●3● ●』●

ま●」5●nま ●27● 」9ま ●♂亀2

、一_____________ 忠 ●』,' ま ●.,● tx.12

璽壷瓢 ま1」7● 」● 念●」喝 ●.a土 ●5●

劇

ま●as

●.a3●n● 」2

象●26

●」3土 ●」● ●2420」5●31ま ●』3●.1`ま ●」1

璽塵卿璽四n,.一 ●。15土 ●」n● 』62●612● 」7念 ●」に ●.132● 」に

ま ●訓

2●.n 2● 」●

●」5念1.13● 」曝21」6

●.16壼 ●」邑O.17念 ●」4

●」3ま ●」6●.11土 ●」K

●132● 」7 3●u

●d●●3● 」7●31ま ●.1●

●」●2●.1● ●」3ま ●」Q

一〇.03tO171-0.lttOJS

ま ●.0 2●」7

ま●」6 ま ●.1●

●」の ま●』3● 」9忠 ●』2
.:f3・ 」●

3●x

21』2●272● 溺

●.,,3● 」a●32土 ●.tI

●』72● 」鴎 ●」●2● 」晒

欄 2●52 2●.≫ 3●」9 ま●ユ5 士●」6 ま ●31 2●a:●322●22

堕塾堕塾鱒堕塑塾堕塑 ま●n 含 ●」M 士 ●.15 ま●」6

2●」1

ま●37 塞 ●」図 3x.11

土●」6

tIN

まu3 土●」1

塑堕蝋 塑璽. ●.11ま ●.11● 」03● 」喝"59士 ●」n

一 堕璽堕凱一 2●.u 3● 」a● 」霞t●.13

●3聯闘

塑堕」鯉蜘
non

一 ■■」置3 ●」7ま ●」匿 ●45士 ●」4つ.01ま ●」5

醒1●699

剛薩●31働

塑唖

亀一 ●。1●2●3790」 博 念 ●」幡

塞025 土●」9

4.472● 」3●5● ま●」7●5● 士 ●」n 3dal

●溺2●.16

雌
172騙6

4」4t● 」●

:us

4。142● 」瞳

ま●』5

3●31

璽鞭趣堕 璽堕顛壁貞璽塑廻堕塾9 ま1」N

墜9鱒1躍堕 ⊂1 ●57t● 」9

士 ●,:

一 璽堕堕 一〇SSま ●』●

.塑堕璽堕o哩 塾_一. 念●』6

t●」幡

ま●」●

●」瞼 念 ●.u ま ●+a

・◎.7●ま ●」喧 ●」6忠 ●」吊

一〇.M念 ●創

.饅璽 堕墜隆塑 墜一5 ●.uま ●r

●32t●s

●溺3● 」1

4.363● 訓

●」6含 ●」9

士 ●」● ●」a土 ●」鴫

一〇.1531.11

●瀬 含1ユ6

●s●念●舶

●」●2● 」瞳

一〇.122● 」導 ・o.eeま ●」n

一〇.1]tX1711Mt1.1)

●nま ●n ま●鱒

●2ユ ま ●.1● ●592● 」凋

4.n2● 」●-0.BI3●.1●

・0魂 ま●訓

含●の9 土●u

3×12 象 ●.,●.墨sl;2● 」N

●」72● 」●

臓隅61屡 隠

醐
盟
監 塾6圏

腿胆 一
遡』塑

禰
27●

:≫ 剛幽●19卿K

saoiMr _nmi

●訓匿2●31

・0」●3● 」購

4.11念 ●」4

一 ● 一〇.11tUt

璽塑堕璽幽塑 4劃3●3●

●」随t:.0

●」1ま ●訓

ま ●.15

453t● 」●

●x2● 」6

念●」1

ま●』`

311! :・a, 念●」岡

一〇.4Zま ●」隠 ■0.01ま ●」膨3● 」醇 士 ●」圏9■0.442●21■ ●.67士 ●」瞑3● 』5念 ●」際謹 ●」臨22● 」甑3

◎.11t● ∂7-OA23● 」● ●」●2● 」● ●e●3●58●s● 含024 t●」7 t●」3

●」92● 』ヨ4釧t●57-033土 ●.114."ま ●」1● 」β Y1.N

3● 加

土 ●s● ●.1●2●.0

.堕趣墾 .土 ●」1 t●A3 3●n

忠●31● 」1

士●33 3● 」9 tgas 2●」9

z

一 墜9
3131

●」7ま ●」9

2●」購

鯉 馳塑塑塑堕 ●.0土 ●.1●

ま●創

dO」y2● 」融50●15念 ●」●5 土●」瞼

忠 ●.12 土 ●」a-OA2● 」K

●n2● 」B●56ま ●」鴎 ●ss2● 」7

3●鱒

.一一
」01

→.49忠Oβ1

士●・:

●ユ2士 ●.11

◎』2含 ●26-OSO土 ●」● 過.09t● 」1
."

ま ●.13
■i● 」12●

.14

●」92● 」1● 」6念O」 薗 ●」2ま ●の1

●n3● 」6●.u念 ●」5 ま●29 :・.,,

●」32● 」● ●」● 土 ●」1● 」曝2● 」1・●』鴎2● 」2

士 ●.15

●.1● ま ●飢

尋.10土 ●」3

2● 」1

a.nま ●」1

,r ま ●」1

●」K糞 ●as●u3● 」1

忠●」● 土●」1

●6172● 」國医 一〇響17土 ●」鰯 ●5● 土 ●」瞳

3x.15 念●」瞬 ま●」3

2●」睡一
9諭働翰」臨■■の■噴鵬 ●」1ま ●」● ●」230」8

2f/遡

鴎一,墨 塑越 2● 」7

塑魍璽一 塵塑刺_
騨c■醜●胴劇Lb巳 2

ま●53

つ.16ま ●茄

2●x sEst

ま●x

●ユ3忠 ●劇

t●n

●.nま ●.1●

ま ●.18 ま ●.11 3●」協 ま●創

●31隷9

脚 ●7f117

2鯉 嬰必 ⑭●

』陰5凶35●●●

2●s翼凋圓旧

哩L.
一 塾卿璽r麗壷璽 堕
幽些 璽璽幽贈哩璽璽璽璽

幽 堕営塾堕
塵 麹 塑塑堕麹墜

4.十〇 ま ●」瞳

一〇JIま●sa

●u2●13

一〇37ま●a:

!.1131.2f

●n土 ●」3

・0.73土 ●」5

●ni● 」隠

一〇r2●.鰯

・.y:・2.

一〇.3St1,K

4」隅t● 」1

●rま ●」2

一〇39念 ●」1

●』`t● 訓

●61●念●」隠 ●」ゆ ま●」脳巳 ●57念 ●」3● 」9●念●」u● 」1t● 」悶

"旨 ㎜

evn
!璽魍塑趣幽墜

_塾堕 遡_-

2卿 細133●●5

還麹堕嬢㎜ 塑

291 .睡璽 型_
篇 甑瞳胴溺●1

璽哩一塑璽 塑岨幽霞璽墜璽 哩_一
.!塾塑」晒L
壁一 魯●

●as3●24

●」92●n

●ASま ●」K

4加 ま ●鰯

●38土 ●」7

●♂脇2● 」9

6.673×17

●K2● 訓

加
餌

簡79弱9

麺 塑豊_、

嘘趣塑幽,
.堕一 継 塑璽L__

●.u2●.≫

●』●2● 」岡

131t111

一〇222● 」●

●湘2●u

・o』9念 ●」9

●8念 ●」5

2●創

●.03●x・ ◎56ま ●」6

・e.,,忠 ●u

一〇.7itx.13

●」9t●.s

●3●念●」●

4.70t● 」M

、3● 」1

●∂●2● 」図 塞●鍋

●」1念 ●』喝 一〇.13士●」隠

●』鴎2● 」1●372● 」u

4.16土 ●⊃1 2● 劇

●54念 ●26● 」5s● 」1

●51忠 ●」●-01St● 」睦

一〇,742● 」1● 」囲12● 」闘9

u,忠 ●22 2● 」9

i● 」岡

4..,ま ●.u

4.1z2● 」随

:・�

3×17

t●」2-031念 ●」6

一〇S2念●鯛

454含 ●の7

●532● 創

●58土 ●II

●∂42● 訓

4.97念 ●飢

●』陰 含●」隠

・0』6t●u

ass

m

ま●u

甥

綴
曼塑塑魍1型 堕㎜
.-03欄4L-_
豊塑塑 ⊆.r...一 一卿蝉霞麹

●542● 」晒 ●」1念 ●23

●57土 ■.1● ●』9ま ●.n

●55ま ●」1● 」9含 ●』●

●3f念 ●加

●一の 含●」●

o♂鰹2● 」7

4。16ま ●」瞳

●」隔 土 ●斜

●」93●u

●nt● 」●

●」5土 ●飢

・0.40念 ■s●

・●38Y● 」●-021念 ●.15

尋58忠 ●」44.90ま ●」w

x.153×11

掬
溜

隠観 鰍」目臣3

麗餓 ●●●4鴇

n

t●N

●143● 」座 ●.03● 』●

4.14土 ●34

一〇A72●a,

3●」7◎25ま ●」鴎

a

・0.193● 」噂

●.13土 ●u

●♂幅i● 創

420t●is

●』厘 ま ●.,● ま●溺

●ni● 茄

一〇32念 ●」1

i●」●

●調 まo」1

4.192● 」瞬

●Al含 ●」2

IMt● 」5 2●.n

・.0:・:,

●」93●u

●53土 ・溺 殉嵯 ..念●鯛

6Ntx.17

iX17

●.ut● 溺

2●a●

念●」噂 ●313● 」●

4363● 」1

t●.:

●312● 」1、1 ま●」● ●26ま ●」6

ut3● 」1 ま●n●5●3● 」6

.幽 白.一 塑噛塵一1L
劃蝉 鰹 明貿 一一一

D
麹吻 塾」璽魍壷璽1

t● 」9

■ ●3●

t●」齢 3● 」隠4・84含 ●.17.膠1ゑ5念 ●」●●

1 土●川

■●■劇r3 咽0響062● ・1`-02i2

t●」噂 2● 」隔

4』12● 」噂 ・OSS含

2●」5

-OA7ま ●謁5

念●3●

●ユ5ま ●」7

4ユ53● 」1 忠●」9

●A!ま ●劇 :us

●A● ま●」陶

●。n念 ●β4

t●」9

一1」7・ ま ●」●

2●u

●」7念 ●」1 ま●24

2●」2

二i1γi● 」3

念●」1

ま●n

2●13

一〇.172● 」1・ ◎.e2● 」αrO。"2

E

尊
壽

「塗

ジ

撃

「
.
.

一

1

1

1

1

1

曝

3

象
.

G

o

o

・

o

●

sr

十

㌧

十

」

重

◆

t

◆

十

◆

土
◆

t

9

i

十

t

・

o

●

十

.

十

◆

「

i

◆

◇

●

◆

i ◆
一

↑

,

◆ ●

付表1:雌 雄差あるいは実験処置で発 現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧
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付表1:雌 雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧

(7134ペ ージ;各 実験群の下垂体における発現比その4)
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付表1:雌 雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧

(9134ぺ0ジ;各 実験群の下垂体における発現比その5)
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付表1: 雌雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧
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付表1: 雌雄差あるいは実験処置で溌 現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧
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付表1:雌 雄差あるいは実験処置で溌 現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧
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付表1: 雌雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧
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付表1: 雌雄差あるいは実験処置で溌現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧
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付表1: 雌雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧
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付表1:雌 雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧
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付表1: 雌雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧

(18/34ペ ージ;各 実験群の副腎における発現比その9)
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付表1: 雌雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧

(19134ペ ージ;各 実験群の下垂体における発現比その10)
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付表1:雌 雄差あるいは実験処置で溌現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧

(20134ペ ージ;各 実験群の副腎における発現比その10)
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(21134ペ ージ;各 実験群の下垂体における発現比その11)
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付表1:雌 雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧
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付表1:雌 雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧

(24134ペ ージ;各 実験群の副腎における発現比その12)
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付表1:雌 雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧

(25134ペ ージ;各 実験群の下垂体における発現比その13)
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付表1:雌 雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧

(26134ペ ージ;各 実験群の副腎における発現比その13)
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付表1: 雌雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧

(27134ペ ージ;各 実験群の下垂体における発現比その14)
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付表1:雌 雄差あるいは実験処置で溌現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧
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付表1:雌 雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧

(29134ペ ージ;各 実験群の下垂体における発現比その15)
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付表1:雌 雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧
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付表1: 雌雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧

(31134ペ ージ;各 実験群の下垂体における発現比その16)
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付表1: 雌雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧
(32134ペ ージ;各 実験群の副腎における発現比その16)
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付表1:雌 雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧
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付表1:雌 雄差あるいは実験処置で発現に有意な変動が認められた遺伝子の一覧

(34134ペ ージ;各 実験群の副腎における発現比その17)
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付 表2-5

(有意 な雌 雄 差 が認 め られ た 遺伝 子 の 解 析過 程 の詳 細)

付表2A:下 垂体における発現に関 して有意な雌雄差が認め られた遺伝子群

付表2B:副 腎における発現に関 して有意な雌雄差が認め られた遺伝子群

付表3A:下 垂体で有意な雌雄差が認められた遺伝子に対する去勢手術の影響

付表3B:副 腎で有意な雌雄差が認められた遺伝子に対する去勢手術の影響

付表4A:下 垂体で有意な雌雄差が認められた遺伝子に対する雌雄の性ステロ

イ ド持続投与の影響

付表4B:副 腎で有意な雌雄差が認められた遺伝子に対する雌雄の性ステロイ

ド持続投与の影響

付表5A:下 垂体で有意な雌雄差が認められた遺伝子の分類(ま とめ)

付表5B:副 腎で有意な雌雄差が認められた遺伝子の分類(ま とめ)
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付表2A:下 垂体における発現に関 して有意な雌雄差が認められた遺伝子群(1/2ペ ージ)
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付 表2A:下 垂体 にお け る発 現 に 関 して 有 意 な雌 雄 差 が 認 め られ た 遺 伝 子 群(2/2ペ ー ジ)

雌雄の対照群の下垂体と副腎における各遺伝子の発現比(ratwholebodyreferenceに 対する発現

比、平均値 ±SEM)と 、その値をもとに算出 した雌雄 間の2群 比較の統計量(Tukeyの 方法による)

の一覧表を示 した。発現比の欄に関 しては、ratwholebodyreference6こ 対 して2倍 以上発現が高い

場合(Log2で 表ざれた差が1以 上の場合)に は桃色で、1/2以 下の場合(Log2で 表ざれた差が 一1以

下の場合)に は水色で塗 り示 している。 また、統計量の欄に関 しては、p<α01の 水準で有意なもの

を赤色、pく0.05の 水準で有意なものを榿色に塗って示 してある。

このratwholebodyreferenceLこ 対する発現比に加えて、右端には雄の発現比から雌の発現比を引

いて算出した雌雄間での差を、下垂体と副腎のそれぞれに関して示 した。この欄のデータに関しては、

雄の発現比が雌よりも2倍 以上高い場合(Log2で 表ざれた差が1以 上の場合)に は緑色で、逆に雌の

方が2倍 以上高い場合(Log2で 表ざれた差が 一1以下の場合)に は榿色に塗 って示 してある。

ざらに、最右端のB'欄 には、「下垂体と副腎の両方で有意な雌雄差が認められたもの」を'1'、 「下

垂体でのみ有意な雌雄差が認められたもの」を'21、 「副腎でのみ有意な雌雄差が認められたもの」を
'3'とした分類のための指標を書き加えてある

。
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付表3A:下 垂体で有意な雌雄差が認められた遺伝子に対する去勢手術の影響(1/2ペ ージ)
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付表3A:下 垂体 で有意な雌雄差が認 め られた遺伝子 に対す る去勢 手術の影響(2/2ペ ージ)

付表2で 示した遺伝子発現における雌雄差(発 現比の差およびTukeyの 統計量)に 加え、去勢後の

雌雄差(雌 雄の去勢群間の発現比の差およびTukeyの 統計量)を 示した。発現比の欄および統計量の

欄の色分けに関しては付表2と 同様である。

また、これらの欄の右には、下垂体と副腎のそれぞれで雄と雌でどちらの方が去勢手術による影響

が大きいか、去勢群の発現比から対応する対照群の発現比を引いて得られた差を記した。この去勢前

後の変化量に関して、雄の方が雌よりも大きい場合には'T'、逆に雌の方が雄よりも大きい場合には
'E'という指標を分類のために書き加えてある

。
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付表3B:副 腎で有意な雌雄差が認められた遺伝子に対する去勢手術の影響 (1/2ぺ ジ)

一62一



去艶手繕の彫響

離雌 去艶穫の雌鰭 P臨 Adr.

下i体 ■■ 下■体 ■胃 M F M F

1導5-13 2聯10 6-14 2-1 10導 &5 1413
一 一 一

ハb. の ハ向π隠 発現比 発現比 統計量 園L m 発現比 網 統計量 発現比 発現比 発現比 鰍
179 麗観013077一弓 一 一一一 劃蝋 璽贈⊃b■殉 働 ⊃、 o.n_ 0.3`.一一一一一 0.59-一 一 一 一〇.08幽一・一 ・ 一 0,741　 - 0,232一 084 0.52-. T ゆ・n._邑一一一一 一一一 一 一 一.

f80 顯鳳225引8一 騨P脚h ・0.15-0.860871 一〇.17 一〇.SO 1,010 3,266 0.21-.一一一一一 0.23-一一 E 0.091-0.271E-一 一一 一 匿 一 一 一 冒 一 一 一 『 一一 一 一 一一.一 一 一 一 一 .一 一一一一一 一 一.

181 測Z20421 噛 璽鵬 側 融ML吻 脚399即bIIII側 ㎞馴一〇,110.47. 0.06 ゆ.15 0250 0,568 0.10 イ⊃.06 T 一〇.16邑
'一 一 一 』 ・__一 幽_ 一 　 　 『 一 一　 一 一 一 一 一 一 一 一 一.一 一 一 一 一一 ■ 一 一 一 一一 一 一 一 一一 一 一

.一!墾随観 ●31325-一雪.一 塑拠 聯 贈1堕ゆ1-一一 一一一 0.33057915駅.一 一.』 一一 一 020一 0.44 0.96-一 一 3,378-..
一〇.15 一〇.02

一
T 一〇.51.一一 一〇.15-一 一 T

183 麗緬019354-臨 一一_一 蝋 ㎎1脚s,願圃 脚2互 一一._ 0.15一 1.04:一一 一 0.05-一一 0.23-一 一 0,34ゆ
一 一 一

1,763
一 一 一一 一

一〇.1S-一 一〇.04-一 一T 一〇.65 0.14一 T

784 」0143S 煎 023 1.2鋭 0.18 一〇.ae 1.oar 2,976 ors 029 匠 0.51 一〇.10 T一一一一 一 「 一
一 一 一 一 一 一 一..一.一 一 一

一 一 一 一.一 一 一 一. 一.一 一一一 一 一 一 ・.一 一 　 T -　 冒 一 一 一 　 一 一 一

tes Ap10292 り歯嶺唄 ㎝047鋤 0,011-0.5700,051
-}　 　 　 一 　

0.10-一 一.一一一 一〇.33.一一 一一 0864
-.一一一一 一 一

3,238 o.os
一一 一

一α01-一.一 一マー 0.35-..一. o.≫一 了
一

786

一 一一 一 一一一.一

Am"96

一 一一 一 一一.一.

闘㎞m固21麗 鋤 ..

一
〇.10084哩

一 一
0.10-　 一 一〇.39' 031-一一 一一 0.07-一 一 一 0.07 E o.≫一.一 一〇.04-一 T一 一一 一 一 一'一 一一 一 一 一 一 一 一 幽一 一 一 一一 .一 一 一.

187　 } Afl76726
一 一 一 　 　　 一 一

剛幽sown(EST220319)
　 一 一一 一 一 一 一'一 一一 一 一

0.10・0,690,69望 一 一 一 一 一 『 0.15-一 一 一〇.35-一 一一一一 1,105一 一 　 3,204-一..一.　 一一..一 o.oa-一.一一一 一〇.02-一 一.一了 osz
-・ 一

0.18 T

788 阻227293 璽貞 卿___basicprotein1-19;_酬}一 一.一 一一一 0.301.86t-.一 一一 一 一 一一一 0.09-.一一 一〇.50
-一 一 一 0,530-一 一一 2,571-一一一一一一 一〇.13-. 0.09 T 0.34-一 一〇.57.一. E

189 翼醜214229一 塾 塑噸 一幽 一pet1dnMGC37634).一一_一 一一一. 0.42
「 一

0.76
一 冒 一 一 一

1,853-一 一 一 一 　 一〇.06-一 一 一 0.02-一 o.2ss 0,107 0・70■_畦 一 一〇.77-一 一 イ⊃.02一 T
}一 　 一 一

t90 翼既235434 .面㎜OU旺 卿1訓00禰3L o.as 0.71159⊆一..一 　 一一-一 イ}.21-一 一 一一 ■ o.os『 一 0,751一 0,670-」 一 一 一 一〇.54-一 一 0.13
.「 一 マ 一〇.52-..一一 o.≫一 T

一 一 一.一 一 一..一 一 一 一.一 一 一 一一 一 一 一 一一一

191 麗隔2136鱈 些 塑璽 劇 哩1迦04●7123)一 一一 一一 一一一一一一.一一 一〇.15-一一 α62.一 一 0,47璽一 一 一 一 0.22-一 一 一 イコ.07一 0,687-一 一一一 0,558-一 一一.一一. 0.41-一 o.oa-. T 一〇.45一 023-一 T一 一

192 測232911 .■㎞1㎜ ㎜Bloo39醐 0.01 む.940.051-一 0.06
■一 一 一L

一〇.54
-一 一

0,231-一 一一.. 3,469-一 一 一 0.03-一 一一一一
一〇.01

-一 一 一 一
T 0.49 0.10一 T一一一 一 一 一 一.一 一 一 　 「 『 一 一 一.一 一一一 .一 一 一 一

193　「　 一 一 顯億215097 輸㎞㎜ 噸1田149㎜ ⊃}一 『一 一一.一一.一 一一一一一一一 一 一〇.09一 一〇.50 0,551
『 一　 一　

o.oa-一 君.38-一.一 一一一 0,216-一. 3,851
-一 一一 一.

0.06
-一

一〇.06-一一E 025-一一一 0.12 T

794-一 ■麟 ●1116●一一 一 一
uetenstn2(UK2) 0.31-一 0,58」

一 一 一
022

--.一
Oat

一 一 一 」
0,413

r..一 一 一
o.9n-一 一一 一 《コ.18

-一.一 一 一.幽
一〇.09

-一 一L
T 一〇.16-E

195 剛4㎝7154 期鵬h醜 」 0.13 0,411 α01 0.35 o.oaa 2,229 0.16 ova E 一〇.5210.261T

付表3B:副 腎で有意な雌雄差が認められた遺伝子に対する去勢手術の影響

各欄の内容や色分けに関しては付表3Aと 同じ。
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付表4A :下 垂体で有意な雌雄差が認められた遺伝子に対する雌雄の性ステロイ ド持続投与の影響

(1/4ペ ージ;下 垂体における発現に対する影響その1)
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付表4A :下 垂体で有意な雌雄差が認められた遺伝子に対する雌雄の性ステロイ ド持続投与の影響

(2/4ペ ージ;副 腎における発現に対する影響その1)
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付 表4A:下 垂体 で有意な雌雄 差が認 め られ た遺伝子 に対す る雌雄の性 ステ ロイ ド持続投与の影響

(3/4ペ ー ジ;下 垂体 にお ける発現 に対 する影響 その2)

付表2で 示 した遺伝子発現における雌雄差(発 現比の差)、 および付表3で 評価 した遺伝子発現に

対する雌雄の性腺の影響力の大きざ(T:精 巣切除による影響の方が大、E:卵 巣切除による影響の方が

大)に 加え、性ステロイ ド持続投与による発現の変化(雌 雄の性ステロイ ド持続投与群の発現比から

対応する去勢群の発現比を引いて得られた差(発 現比)、 およびTukeyの 統計量)を まとめた。

統計量の欄の色分けに関 しては付表2と 同様である。発現比の欄の色分けに関 しては、T持 続投与

によって発現が増加 した場合とE2持 続投与によって発現が低下 した場合には緑色で、その逆の場合

には榿色で色塗 りして示 している。また、発現比と統計量の欄の間には、それぞれの性ステロイ ドの

影響を受けて発現が増加 した場合には+、 低下 した場合には 一を記 し、ざらにTukeyの 方法で何 らか

の有意性が認められた場合には桃色で色塗 りして示 した。

この見開きページの左ページ(偶 数ページ)に は下垂体における性ステロイ ドの影響を、右ページ

(奇数ページ)に は副腎における性ステロイ ドの影響をまとめた。
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付表4B :副 腎で有意な雌雄差が認められた遺伝子に対する雌雄の性ステロイ ド持続投与の影響

(3/4ペ ージ;下 垂体における発現に対する影響その2)

各欄の内容や色分けに関しては付表4Aと 同じ。
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付表5A:下 垂体で有意な雌雄差が認められた遺伝子の分類(ま とめ)(1/4ペ ージ)
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5》去勢効果の結果と性ステロイドの作用が一致しない(1這 伝子)
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,1)Tの 影■と雌雄差の方向性が合致し(有 意差不定)、E2の 影響も雌雄差と合致する
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付表5B:副 腎で有意な雌雄差が認められた遺伝子の分類(ま とめ)(314ペ ージ)

付表5Aと 同様に、副腎における発現移管 して雌雄差が認められた遺伝子を、去勢手術や性ステロ

イ ド持続投与の効果をもとに分類 してまとめた(各 欄の内容や色分けに関 しては付表5Aと 同じ。)。
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u.去勢手術の効果から判断して卵巣由来因子によって雌雄差が生じると考えられた遺伝子(計is遺 伝子)

1)E2の 影響を受けて雌雄差が再現され(た だし有意差なし)、 かつ、Tの 影響では雌雄差が説明できない(4遺 伝子)
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lII.去勢後にも雌雄差が残存した遺伝子(計2遺 伝子)

1)Tの 影響と雌雄差の方向性が合致し(有 意差不定)、 かつ、E2の 影響も雌雄差と合致する(有 意差あり、2遺伝子)
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付表5B:副 腎で有意な雌雄差が認められた遺伝子の分類(ま とめ)(4/4ペ ージ)
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