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研究成果の概要（和文）：哺乳類の生殖内分泌系はGnRHの分泌リズムによって制御され、そのリズムは、視床下
部弓状核キスペプチン神経が司ると考えられる。そこで、神経回路に基づくパルス発生/変調のメカニズムを探
索するため、単シナプス逆行性トレーシングと脳の透明化手法を用いて、キスペプチン神経への入力を網羅的に
調べた。その結果、主に視床下部から、さらに、前脳および脳幹全体の多くの神経核から入力を受けていること
がわかり、わずかながら雌雄差も認められた。これらの結果は、今後、GnRHのパルス形成や制御のメカニズムの
解明に寄与すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The mammalian reproductive endocrine system is regulated by the secretory 
rhythm of GnRH, which is thought to be regulated by kisspeptin neurons in the hypothalamic arcuate 
nucleus. To investigate the mechanism of pulse generation/modulation based on neural circuits, we 
comprehensively investigated the input to the kisspeptin neurons using mono-trans-synaptic 
retrograde tracing and brain transparency techniques. We found that input was received primarily 
from the hypothalamus, but also from a number of neuronal nuclei throughout the forebrain and 
brainstem, with some slight sexual dimorphism. These results will contribute to the future 
elucidation of the mechanisms of GnRH pulse generation and regulation.

研究分野：神経内分泌学

キーワード： GnRH　キスペプチン　生殖制御　神経トレーシング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳類の生殖を制御するGnRHの分泌メカニズムは、生殖生物学における重要な課題である。近年、その分泌リズ
ムを制御する視床下部弓状核キスペプチン神経が見つかり、この神経を活性化、抑制するペプチドなども見つか
ってきたが、神経回路レベルでの理解は進んでいない。この神経への入力を網羅的に調べた本研究はその足がか
りとなると考えられる。また、この理解が進むことにより、不妊治療や生殖制御技術の開発にも繋がる可能性が
ある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
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）→下垂体（黄体形成ホ
ルモン：LH）→性腺】の軸により制御される。GnRH/LHの分泌様式には、性周期により１時
間から数時間の頻度で変動するパルス状分泌と排卵を誘起する長時間持続するサージ状分泌が
ある。それぞれを制御する神経群を、GnRH パルスジェネレーター、GnRH サージジェネレー
ターと呼ぶ。これらの実体はごく最近明らかになりつつあり、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）を産生する視床下部弓状核（ARC）、
前腹側脳室周囲核（AVPV）のキスペプチン神経群が、それぞれパルスジェネレーター、サージ
ジェネレーターの有力な候補である。GnRH 神経の細胞体は内側中隔、視索前野に散在し、正
中隆起へと軸索を伸ばしており、ARCキスペプチン神経が GnRH神経の軸索末端からの GnRH
のパルス状放出を制御し、AVPVのキスペプチン神経が GnRH神経の細胞体や樹状突起に作用
して GnRHのサージ状放出を惹起するのだと考えられている。この仮説を確かめるためには、
GnRH神経とキスペプチン神経の in vivoにおける同時記録が望ましい。 
急性スライス標本のキスペプチン神経は自発的にパルス状、サージ状リズムの神経活動を示
さないことから、離れた脳領域の神経群との接続がリズムの形成に必要であると考えられるが、
この回路についてはほぼ未解明である。 
 
２．研究の目的 

GnRHパルスジェネレーター／サージジェネレーターの実態が、それぞれ ARC、AVPVキス
ペプチン神経群であるかを調べるため、GnRH神経の軸索末端、ARCおよび AVPVキスペプチ
ン神経群の in vivo  Ca2+イメージングにより、それぞれの活動を同時記録し、各神経群が GnRH
分泌のパルス状分泌、サージ状分泌を制御するかどうかを検証する。 
パルス／サージ状の神経活動はどのような神経回路機構によって形成されるのかを調べるため、

ARCおよび AVPVキスペプチン神経のシナプス前神経を同定する。その上で、シナプス前後の
神経群の同時イメージングと薬理遺伝学的手法によるシナプス前神経の操作により、パルス、お
よびサージリズムを形成するメカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 

Kiss1-Cre、GnRH-Cre マウスと Cre 依存的にカルシウムセンサータンパク質の GCaMP を
発現する AAVを用いて、各種神経に GCaMPの発現を試みた。しかし、AVPVキスペプチン神
経群に対しては、AAVのセロタイプの問題か、特異的かつ効率的に GCaMPを発現させること
ができなかった。また、GnRH 神経の細胞体は非常にスパースに分布していることから、正中
隆起から逆行性の AAV で感染させることを試みたが、うまくいかなかった。種々の AAV セロ
タイプを所属ラボで作製、精製する系を立ち上げたが、本研究の期間中には成果に結びつかなか
った。その代わり、ARCキスペプチン神経群への入力を精査することに注力した。 
 近年開発が進んでいる、脳の透明化技術 CUBIC (Clear, Unobstructed Brain/Body Imaging 
Cocktails and Computational analysis)と逆行性の狂犬病ウイルスを用いたトランスシナプス
標識を組み合わせることで、ARC キスペプチン神経への入力を、全脳で網羅的に調べ、雌雄で
の比較も行った。 
 
４．研究成果 

Kiss1-Creマウスにおいて Cre依存的に狂犬病ウイルスでトランスシナプ標識し、CUBIC試
薬で脳を透明化し、CUBICパイプラインで解析を行った。その結果、ARCキスペプチン神経へ
の入力神経は、主に視床下部（内側視索前野、視床下部前核、室傍核、背内側核、腹内側核）に
認められた。それに加えて、外側中隔、分界条床核、視床室傍核、海馬台、中脳網様核、水道周
囲灰白質、傍小脳脚核などの前脳および脳幹全体の多くの神経核にも入力細胞が認められた。こ
のことは、哺乳類の生殖が、多様な制御を受けていることを示している。また、特筆すべきは、
1つの領域あたり数十個という極めてまばらな細胞集団が再現性よく同定され、これらの疎な集
団は、過去の文献では報告されていなかった。切片ベースの解析方法では、このような集団は見
落とされることが多いと考えられ、透明化技術を用いた強みが表れている。今後は、同定された
種々の脳領域が ARCキスペプチン神経をどのように制御するかを調べることで、これまで知ら
れていなかった生殖制御機構が明らかになると考えられる。 
また、雌雄において、外側中隔、内側視索前野、前腹側室周囲核からの入力細胞数にわずかな
がら差が認められた。雌には性周期がある一方で、雄にはないことから、入力細胞にも大きな違
いがあると想定していたため、意外な結果であった。性周期ごとに変化するパルスの頻度は、入
力神経よりも、ARC キスペプチン神経自身が発現する、性ホルモン受容体による制御の方が強
く影響する可能性が考えられる。あるいは、狂犬病ウイルスを用いた方法では、シナプスの強度
までは反映されず、顕著な雌雄差が検出されなかった可能性も考えられる。 
次に、ARC キスペプチン神経への入力する神経の細胞種の解析を、特に入力細胞が多く認め



られた室傍核で行った。アルギニンバソプレシン（AVP）、オキシトシン、ダイノルフィン、コ
ルチコトロピン放出ホルモンをコードする遺伝子の発現を in situ hybridization により可視化
し、これとトランスシナプス標識とを組み合わせることで、入力神経の細胞種を調べた。その結
果、入力神経は主に AVPを発現する神経であることが明らかになった。今後は、室傍核の AVP
発現神経が、ARCキスペプチン神経のパルス形成に寄与するかを検証していく。 
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