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研究成果の概要（和文）：脳内のプロスタグランジン（PGs）は、雌動物の排卵誘起に必須であるGnRH/LHサージ
の発生に重要と考えられる。本研究では、GnRHニューロンの局在する視索前野においてPGsの合成酵素COX1およ
びCOX2の発現量がサージ発生の数時間前に著しく低下することを明らかにした。さらに、主要なPGsの一つであ
るPGE2の合成酵素mPGES-1の遺伝子欠損ラットを作製した。
一方、GnRHニューロン特異的にGFPを発現するラットの視索前野に刺入した光ファイバーから得られた像を蛍光
顕微鏡と高解像度のカメラで解析することで、生きた動物の脳内でのGnRHニューロンを観察することに成功し
た。

研究成果の概要（英文）：- Using the transgenic rats with GFP expression in GnRH neurons, we have 
established a novel in vivo fluorescence imaging system for observation of the living GnRH neurons 
in the deep part of brain. The cell bodies were clearly distinguishable as a single-cell level.
- In wild-type cycling female rats, the expression levels of both COX-1 and COX-2 dropped in the 
noon of proestrus stage. 
- We have generated mPGES-1 KO rats, using CRISPR/Cas12a-gene editing method. The rats lacks splice 
acceptor site in exon2. 

研究分野：神経内分泌学

キーワード： GnRHmニューロン　神経興奮　in vivo 脳内蛍光顕微鏡　プロスタグランジン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、COX-1は発現量の変動がない構成型、COX-2は炎症刺激で発現量が増加する誘導型として知られてい
た。しかし本研究で、雌の発情周期に依存して両酵素の脳内発現量が変動するという新しい知見が得られた。こ
の事実は、これまで不明だったPGsによるGnRH/LH分泌制御機構の解明のための大きな一助となる。
また、本研究で確立したin vivo 蛍光観察法は、実験動物を生かしたままで脳深部を観察することが出来るた
め、GnRHニューロンに限らず様々な神経細胞活動の解析に広く活用されることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類の生殖機能は、視床下部-下垂体-性腺軸（HPG 軸）により制御されている。視床下部から

放出される性腺刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）と、それに分泌誘起される下垂体からの黄

体形成ホルモン（LH）は、雌雄に共通のパルス状と雌にのみ存在し排卵を誘起するサージ状と

いう二つの特徴的な分泌パターンを有する。我々の研究室ではこれまで、これらの GnRH/LH 分

泌すなわち生殖機能の内分泌学的な制御機構におい

て重要な働きを持つ因子の一つとしてプロスタグラ

ンジン類（prostaglandins, PGs）に着目し、研究を

進めてきた。その過程で、PGs 合成酵素であるシク

ロオキシゲナーゼ(cyclooxygenase, COX)の働きを阻

害すると LH サージが消失することや、PGs のサブ

タイプの一つである PGE2 の脳内投与により LH の

一過性大量分泌が誘起されることを見出した

（Matsuwaki et al., J Neuroendocrinol. 2017）。こ

れらの結果は、GnRH/LH のサージ状分泌に PGs が

強く関わることを示唆するものである。 
 
２．研究の目的 

PGs はアラキドン酸から COX の働きで共通の前駆体である PGH2 に変換され、その後個々

の酵素によって PGE2や PGD2 、PGF2αなどの各種 PG が合成される。COX は構成型の COX-
1 と誘導型の COX-2 という二種類のサブタイプをもつ。そこで本研究では、実験１で GnRH/LH
サージ形成時の脳内の COX-1、COX-2 および各 PG の最終合成酵素群の発現量を測定し、サー

ジ形成における PGs の役割についてより詳細な検討を試みた。実験２では、GnRH サージの新

たな解析法の確立を試みた。GnRH ニューロンの興奮状態の評価法はこれまでパッチクランプ

法や多ニューロン発火活動（MUA）記録法など手技が困難なものが主流であった。加えて GnRH
ニューロンは一個体あたりの数が少なく空間的に分散しており、他のニューロンによる機能の

修飾が強く予想されることからも、生体に近い条件下での解析が重要である。そこで本研究では

より簡便に GnRH 系の解析を行うため、in vivo 蛍光内視鏡と GnRH ニューロン特異的に緑色

蛍光蛋白質 GFP を発現する遺伝子改変ラット（GnRH-GFP ラット）を用いることで、生体内

における GnRH ニューロンの興奮状態を観測可能な系の立上げを目指した。さらに実験３とし

て、主要な PGs の一つである PGE2の誘導型合成酵素 microsomal prostaglandin E synthase-
1（mPGES-1）の遺伝子を欠損するラットの作出を行なった。 
 
３．研究の方法 

実験には午前 5 時点灯の明期 14 時間周期で飼育された Wistar-Imamichi 系雌ラットを用い

た。尾静脈からの経時的な採血により血中 LH 濃度を測定した結果、過去の報告と同様に、発情

前期の 16 時をピークとする LH サージが観察された。実験１ではこの結果に基づき発情前期の

正午と夕方に、GnRH 神経細胞の細胞体が局在している領域である視索前野を採取し、Real 
Time-PCR により各酵素の mRNA 発現量を評価した。実験２では初めに、LHサージを抑制し
ない注射⿇酔薬を検討するため、3種混合⿇酔薬もしくはα-クロラロースを発情前期の 15時に
腹腔内投与し、LH濃度を測定した。その結果、3種混合⿇酔薬投与群のみで LHサージが抑制
され、α-クロラロース投与群では通常のLHサージが観察された。そこで、本実験ではα-クロ

ラロース麻酔を採用した。麻酔下で GnRH-GFP ラットを脳定位固定装置に固定後、頭蓋骨にド

リルを用いて穿孔した。この孔に蛍光観察用プローブを挿入し、イメージングソフトウェア

VisiView を用いて観察を行った。実験３では mpges-1 遺伝子の exon2 内に存在する配列を標的

として、CRISPR/Cas12a 法によるゲノム編集技術を用いて遺伝子欠損ラットの作出を試みた。

受精卵への遺伝子導入法としては、卵管内に直接ゲノム編集用試薬の注入と電気穿孔処置を行

う GONAD 法を用いた。  
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４．研究成果 

実験１ 各 PG 合成酵素はいずれも LH サージ前後で mRNA レベルの変化は生じなかったが、

COX-1 と COX-2 の mRNA は発情前期正午での発現量が有意に少なかった。LH サージの起こ

らない発情休止期ではこのような日内変動は観察されなかった。発情前期の正午は血中エスト

ロゲン濃度が最も高い時間帯であることから、エストロゲンが COX の発現量を変化させた可能

性を検討するため、卵巣を摘出した雌ラットにエストロゲンを血中濃度が発情前期と同程度に

なるように処置し、投与 5 時間後の COX 
mRNA 発現量を測定した。その結果、

COX-1については有意な差は見られなか

ったが、COX-2 ならびに COX-2 の発現

誘導に関与する核因子-κB（NF-κB）の

mRNA 発現量はエストロゲン処置群で

低い傾向を示した。さらに、COX を発現

していると考えられるミクログリアの局

在と活性化を検討するため、ミクログリ

アの汎マーカーの Iba1 もしくは活性化

マーカーである CD68 抗体を用いて蛍光

免疫染色を行ったが、その数や局在は変

化していなかった。 
 
実験２ 麻酔下にある GnRH-GFP ラットの視索前野において、

GnRH ニューロンの細胞体由来と推定される強い蛍光を観測する

ことが出来た。同実験系のラットに、GnRH プロモーター活性を抑

制するリポポリサッカライド（LPS）と、活性化させるキスペプチ

ン製剤（kisspeptin-10）をそれぞれ 1 mg/kg および 35 nmol/匹の

用量で腹腔内投与し蛍光輝度の変化を観測した結果、LPS 投与群は

対照群と同様に一定の値で推移していたが、kisspeptin-10 を投与

した個体では輝度の緩やかな上昇傾向が見られた。 
 
実験３ 受精卵へのゲノム編集処置後産まれた仔の中で、exon2 のスプライスアクセプター領

域の欠損（ΔSA ）を含む数種の変異を mPGES-1 遺伝子内にもつ個体（F0）を得た。その後 F0
と野生型ラットとの交配で得られた個体の中から上記ΔSA を有する個体（F1）を選別した。こ

のラットに LPS を投与して３時間後の脳内での RNA 発現を reverse transcription PCR と電

気泳動で確認したところ、野生型のものに比べて exon2 の全長分短くなったと予想される長さ

の、分子量の小さな cDNA が確認された。現在この F1 世代の雌雄を交配して系統化を行なって

いる。今後この動物を用いて GnRH／LH のサージ状およびパルス状分泌の制御機構における

PGE2の役割について検討する予定である。また、実験 2 で用いた GnRH-GFP ラットに代えて、

神経興奮の状態をカルシウム濃度依存的に蛍光観察可能な GCaMP を GnRH ニューロン特異的

に発現するラットの作製を進めている。本実験で成功した CRISPR/Cas 法および GONAD 法を

用いる予定である。 
 

本研究により、COX-1 ならびに COX-２が GnRH/LH サージ前に発現抑制されていることが

明らかになった。そのうち COX-2 の発現抑制は、濃度が上昇した血中エストロゲンが関与して

いる可能性が示された。また実験２では、ラットの GnRH 神経細胞活動を生体内で観察するこ

とに成功した。LPS による GnRH プロモーター活性抑制は蛍光輝度に大きな変化を生じなかっ

たが、これは GFP が 24 時間以上の半減期を持つことが原因であると考えられる。今後は半減

期が短く神経興奮状態をより鋭敏に反映できる Ca 濃度応答性蛍光蛋白質を用いることで、より

詳細な輝度変化の観測を目指す。本実験系が、PGs が GnRH ニューロンに及ぼす影響の解明を

始めとして、様々な神経細胞活動の解析に広く活用されることが期待される。 
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