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研究成果の概要（和文）：本研究では、エストロジェンによる発情行動発現の分子制御メカニズムを解明するこ
とを目的とし、視床下部腹内側核（VMH）のエストロジェン-ERαシグナリングに着目して研究を行った。VMHに
おける発情行動発現時特異的にERαと結合する遺伝子配列を、抗ERα抗体を用いたクロマチン免疫沈降sequence
 (ChiP seq)により網羅的に調べた。ChiP-seqの結果、VMH内でERαと結合する発情行動誘起に関連する可能性の
ある候補遺伝子を得ることができた。今後、この候補遺伝子の発情行動へ及ぼす影響について明らかにしていく
予定である。

研究成果の概要（英文）：The present study aimed to investigate the brain mechanism mediating the 
estrogen-dependent female sexual behavior.  Previous  studies suggested that estrogen control the 
female-sexual behavior via estrogen-receptor alpha (ERα)  in the hypothalamic ventromedial nucleus 
(VMH).  Thus, we focused on the ERα signaling in the VMH in the female rats.  We successfully got 
the gene lists of the ERα binding genes in VMH by genome-wide chromatin Immunoprecipitation 
sequencing analysis (ChiP-seq).  We will clarify the function of these genes in terms of sexual 
behavior.　

研究分野：動物生産科学
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１．研究開始当初の背景 
家畜の受胎率は、年々低下の一途をたどって
いる。その原因のひとつに、家畜の発情行動
の微弱化があげられる。畜産現場では、排卵
誘起と発情行動が同時に起こることを利用
し、ウシの発情行動を指標に人口授精を行う
タイミングをはかっている。発情行動が明確
であれば、適切なタイミングで人工授精を行
うことができる。しかし、高泌乳化に伴って
人工授精開始時期の発情行動が微弱化する
ウシが頻発しており、適切なタイミングでの
人工授精が困難となっている（平子ら、2011）。
発情の微弱化の根本的解決には、発情行動の
カギを握る脳内の制御メカニズムの詳細な
解析が求められる。しかし、これまでは、当
時の技術的な制約から神経核全体の刺激・破
壊、あるいは薬物投与による発情行動への影
響をみたものであり、神経細胞の特定には至
っていない。 
	 これまでの数多くの報告から、発情行動の
カギを握る特定の神経細胞は、視床下部腹内
側核（VMH）内の ERα を発現する細胞であ
る可能性が高い。なぜなら、VMH へのエス
トロジェンの留置はラットの発情行動を誘
起し（Barfield and Chen, 1977）、VMHの電気
破壊はラットやヒツジでメスの発情行動を
消失させる（Pfaff and Sakuma, 1979, W. F. 
GANONG et al.,  1958）。また、全身性の ERα
のノックアウト（KO）は、メスの発情行動を
示さない（Ogawa et al., 1998）。発情行動に関
連している VMH の細胞と中脳中心灰白質
（PAG）とは神経連絡があり、VMH の ERα
発現細胞群にエストロジェンが結合すると、
発情行動を誘起するシグナルが PAG に送ら
れ、発情行動が誘起されると考えられている。
そこで、本研究では、VMH のエストロジェ
ン-ERα シグナリングに着目して研究を行っ
た。 
 
２．研究の目的 
哺乳類のメスのエストロジェン-エストロジ
ェン受容体 α（ERα）シグナリングに着目し、
エストロジェンによる発情行動発現の分子
制御メカニズムの解明を目的とする。具体的
には、クロマチン免疫沈降（ChiP）法と次世
代シーケンサーを組み合わせたChiP-seq法に
より、ERαと結合する遺伝子群を明らかにし、
発情行動関連候補遺伝子リストを作成し、そ
の候補遺伝子の発情行動に及ぼす影響を明
らかにしようとした。 
 
３．研究の方法 
  
①ERα は、神経細胞とグリア細胞に発現す
ることが知られている。 そこで、本研究で
は、まず VMHに発現する ERαが、神経細胞
であるか否かを明らかにするために、ニュー
ロンマーカーである NeuN、アストログリア
細胞マーカーである GFAP、さらにミクログ

リアマーカーである Iba1 と抗 ERα抗体を用
い、それぞれ共染色を行った。使用したサン
プルは、卵巣除去後エストロジェンを充填し
たチューブを皮下に植え込んだ成熟メスラ
ットの脳を用いた。 
 
②実験には、先行研究により発情行動を惹起
することが確認されているモデル、卵巣除去
後 1 週間エストロジェンを留置した
Wistar-Imamichi 系統のメスラットを用いた
（n=20）。このラットの視床下部 VMH を発
情行動が観察される 17:00-19:00 の間に採取
した。採取した VMH から ERα特異抗体
（sc-543）を用いて、クロマチン免疫沈降
（ChIP 法）により、ERαと結合するクロマ
チンを集めた。ChiP 後産物の Quality check
後に、illumina NextSeq 500を用いて、網羅的
解析を行った。 
 
４．研究成果 
①染色の結果、VMHに発現するERαはNeuN
と共発現しており、GFAP、Iba1 との共局在
は認められなかった。そのため、VMH に発
現する ERαは神経細胞である可能性が示唆
された（図 1）。 

 
②ChIP 後の DNA 配列は、estrogen receptor 
regulatory factor の一つの GREB-3348 とネガ
ティブコントロールとして Untr17 のプライ
マーセットを用いてそれぞれ qPCRを行った
結果、GREB-3348 が Untr17 に比べて、およ
そ 24 倍であった（図 2）。したがって、回収
したDNAは ERαと結合する遺伝子であるこ
とが明らかとなった。この ChIP 後 DNA を、
次世代シーケンサー（Illumina	 NextSeq 500）
により網羅的に解析した結果、ERαと結合す
る遺伝子として約 1800 遺伝子が候補として

赤：ERα
緑：NeuN

赤：ERα
緑：GFAP

赤：ERα
緑：Iba1

図 1. ラット VMHにおける ERα陽性細胞のキャラクタライゼーション
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図 2. qPCR による ERα特異性の検証



挙げられた。また、遺伝子の多くは、プロモ
ーター領域と結合していることが明らかと
なった（図 3）。今後は、この候補遺伝子のう
ち、促進系の因子に着目し、発情行動におけ
る機能解析を進めていく予定である。 
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図 3. ChiP-seq 産物の結合領域解析
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