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研究成果の概要（和文）：本研究では、生殖中枢を構成する神経群の活動を記録し、フェロモンを受容した際の
それらの神経の応答を解析するとともに、その応答を指標にしてフェロモン分子の同定を行うことを目的とし
た。そのため、光遺伝学的手法により、特定の神経核において特定の遺伝子を発現する神経の活動を、自由行動
下のマウスで記録するシステムを構築した。このシステムを用いて、フェロモンを含む雄マウス尿を提示した際
に、生殖中枢の神経活動が促進されることを見出した。さらに、この反応を指標にして、雄マウス尿の比較的低
分子量で親水性の高い成分にフェロモン活性があることが認められた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research is to record the neural activity of central 
regulator of reproduction to reveal the central response to male pheromone exposure and identify the
 pheromone molecule based on the response in mice.  By using optogenetic technology, we established 
a system to record neural activity of neurons expressing specific genes in specific brain area.  It 
was shown that exposure to male mouse urine containing pheromone activated the central regulator of 
reproduction.  Furthermore, relatively low molecular weight hydrophilic compounds in male mouse 
urine were suggested to have pheromone activity.

研究分野： 神経内分泌学

キーワード： フェロモン　生殖　キスペプチン　GnRH
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 生物とって、繁殖の成功は重要である。内
分泌系に作用するプライマーフェロモンは、
生殖内分泌系に作用して繁殖状態を制御す
ることで、繁殖の成功に寄与する。多くの哺
乳類において、雄が発するフェロモンによっ
て、雌の排卵や発情が誘発される現象が知ら
れている。このタイプのフェロモンの同定と
中枢作用機構の解明は、哺乳類に共通する生
殖内分泌系促進の原理の解明に大きく寄与
することが期待される。 
マウスにおいては、雄マウスの尿に雌の発

情を促進するプライマーフェロモン活性
（Whitten 効果）があり、いくつかのフェロ
モン候補分子の報告がなされているものの、
近年ではこれらの成分のフェロモン活性に
関して異論が唱えられている。これまでに確
固としたフェロモンの同定が達成されてい
ないのは、フェロモンの作用機構が不明であ
り、排卵や発情といった最終アウトプットの
みを指標としたバイオアッセイが不安定で
あったためだと考えられる。そのため、視床
下部の生殖制御に関与するニューロン群の
活動を in vivo で解析するシステムを構築す
ることで、プライマーフェロモンの中枢作用
を解明し、さらに、作用機構もおさえた上で
真のフェロモンの同定が望まれていた。 
哺乳類の生殖は【視床下部（性腺刺激ホル

モン放出ホルモン：GnRH のパルス状分泌）→
下垂体（黄体形成ホルモン：LH のパルス状分
泌）→性腺】の軸により制御されており、GnRH
のパルス状分泌を制御する神経機構（GnRH パ
ルスジェネレーター）が生殖中枢だと考えら
れる。この GnRH パルスジェネレーターの実
体は明らかとなっていないが、脳領域の破壊
実験から視床下部弓状核に存在することが
推定され、弓状核近傍の多ニューロン発火活
動（multiple unit activity: MUA）を記録
することで、定期的に繰り返されるバースト
状の発火が認められ、これが血中の LH パル
スに対応することが、アカゲザル、ヤギ、ラ
ットで報告されている。近年同定された GnRH
の分泌を強力に促進する神経ペプチド、キス
ペプチン（Kiss1 遺伝子にコードされる）を
産生する弓状核のキスペプチンニューロン
が GnRH パルスジェネレーターの実体の候補
である。 
視床下部は、様々なタイプのニューロンが

混在しているため、特定のタイプのニューロ
ンの活動記録は困難であったが、近年発達の
目覚ましい光遺伝学的手法を導入すること
で道が拓かれた。具体的には、特定の遺伝子
を発現するニューロンに、光照射によって神
経活動を誘起するチャネルロドプシンや、神
経活動を蛍光強度の変化としてイメージン
グできるGCaMPなどのツールの発達によって、
特定のタイプのニューロンの操作や活動記
録が可能となった。 
 
 

２．研究の目的 
 本研究では、マウスをモデル動物として、
生殖中枢を構成するニューロン群の活動を
記録する系の確立を目指す。そのシステムの
利用によって、生殖中枢の活動パターンを明
らかにする。さらに、プライマーフェロモン
を受容した際のそれらのニューロンの応答
を解析するとともに、その応答を指標にして
フェロモン分子の同定を行うことを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 電気生理学的手法および光遺伝学的手法
により、特定の神経核において特定の遺伝子
を発現するニューロンの活動を、覚醒下のマ
ウスで記録するシステムを構築する。具体的
には、生殖中枢であると考えられる、視床下
部弓状核のキスペプチンニューロン群の in 
vivo での記録系の立ち上げを試みた。 
電気生理学的手法では、キスペプチンニュ
ーロンにチャネルロドプシンを発現させ、光
刺激により、キスペプチンニューロンにおい
て活動電位を誘起できるようにする。そして、
電極と光ファイバーを組み合わせたものを
弓状核に留置して、光照射した際に活動する
ニューロンとして、キスペプチンニューロン
を同定し、その際の波形情報を元に、個々の
キスペプチンニューロンの活動を記録する
システムの構築を試みた。 
一方で、キスペプチンニューロンにカルシ

ウムセンサータンパク質であるGCaMP6sをア
デノ随伴ウイルスを用いて発現させ、弓状核
の上方に留置した光ファイバーを介してカ
ルシウムイメージングを行う、ファイバーフ
ォトメトリーシステムの構築も試みた。 
上記で立ち上げたシステムを用いて、雌マ

ウスにおいて、キスペプチンニューロンがど
のような活動パターンを示すのかを解析し
た。その上で、プライマーフェロモン源とし
てオスマウスの尿を呈示した際のキスペプ
チンニューロンの応答解析を行った。 
バイオアッセイでは、頭部を固定した、覚

醒下のマウスでキスペプチンニューロンの
記録を行い、フェロモン活性を評価したいサ
ンプルを特定のタイミングで呈示し、その際
のキスペプチンニューロンの応答を解析し
た。 
 

４．研究成果 
 まず、キスペプチン発現細胞において DNA
組み換え酵素 Creを発現する Kiss1-Cre マウ
スを入手した。Kiss1-Cre マウスの弓状核に、
Cre 依存的にチャネルロドプシンを発現する
アデノ随伴ウイルス（AAV）インジェクショ
ンすることで、弓状核キスペプチンニューロ
ンにチャネルロドプシンを発現させること
を試みた。いくつかの血清型の AAV を試した
ところ、AAV1、AAV2、AAV5 ではあまり発現が
認められなかったが、AAV9 では十分な発現が
認められた。そこで、以降の実験では AAV9



を使うこととした。 
次に、テトロード電極を用いた単一細胞解
像度のある記録系を立ち上げ、光ファイバー
と電極を組み合わせて使うことで、光刺激と
神経活動の記録を同時に行う系を確立した。
このシステムの利用によって、光刺激により
活動電位を生じるニューロンの活動を記録
ができるようにはなったが、この系はノイズ
が入りやすく、キスペプチンニューロンの活
動を長時間安定して記録するには至ってい
ない。 
次に、キスペプチンニューロンにカルシウ

ムセンサータンパク質であるGCaMP6sをAAV9
を用いて発現させ、弓状核の上方に留置した
光ファイバーを介してカルシウムイメージ
ングを行う、ファイバーフォトメトリーシス
テムの構築を行った。この系は単一細胞の解
像度はなく、キスペプチンニューロン群の活
動をひとまとめに記録するため、上記の電気
生理学的手法と比べると、解像度は悪くなる。
ただし、キスペプチンニューロン群は、同期
して一斉発火することで、GnRH のパルス状の
分泌を制御すると予想されるため、この系で
十分だと判断し、実験を進めた。 
まず、性ホルモンによるネガティブフィー

ドバックがない、卵巣除去したメスマウスに
おいて、視床下部弓状核のキスペプチンニュ
ーロン群のファイバーフォトメトリーを行
った。その結果、約 10 分おきのバースト状
のカルシウムシグナルの上昇が認められた。
これは生殖中枢に特徴的な、性腺刺激ホルモ
ン放出ホルモン（GnRH）のパルス状分泌に対
応すると考えられ、弓状核キスペプチンニュ
ーロンがこのパルス状分泌の制御を行って
いる、つまり生殖中枢であることが示唆され
た。 
この系を用いて、頭部固定した覚醒下の雌

マウスに、フェロモン源としての雄マウス尿
を呈示した際のキスペプチンニューロンの
応答を解析したところ、直後にカルシウムシ
グナルの上昇が認められ、自発的なパルスよ
りも早いタイミングでパルスが誘起される
ことが認められた。この効果を指標にして、
雄マウス尿を各種分析化学的手法を用いて
分画したサンプルの活性を評価し、フェロモ
ン活性を有する画分を絞り込んだ。その結果、
3 kDa 未満で親水性の高い成分に活性がある
ことが認められた。この画分には、これまで
に報告されていたプライマーフェロモン候
補分子は含まれていないため、新奇成分であ
ることが予想される。 
本研究は生殖中枢の記録系を立ち上げる

ことで、その活動パターンを明らかにし、プ
ライマーフェロモンの同定に向けた道を拓
いた。また、この系はフェロモン研究のみな
らず、様々な環境や内的要因の生殖中枢への
影響の研究にも利用可能である。 
また、フェロモン活性の認められた尿の低

分子、親水性の画分には様々な化合物が含ま
れるが、それらの分子実態はほとんどがわか

っていない。そのため、天然物化学としても、
新たな研究分野の開拓につながるかもしれ
ない。 
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