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研究成果の概要（和文）：栄養状態の低下が生殖制御に関わるGnRHニューロンおよびストレス応答に関わるCRH
ニューロンの活動に影響を及ぼすメカニズムを検討した。食餌制限負荷により、CRHニューロンの細胞内クロラ
イドホメオスタシスが破綻し、抑制性GABA入力が弱まることで、CRHニューロンの活動性が高まり、視床下部-下
垂体-副腎軸が活性化されることが明らかになり、これがGnRHニューロンの活動性に影響を与える可能性が考え
られ、栄養状態の低下が生殖機能に影響を与えるメカニズムの一端を明らかにすることができた。また、GnRHニ
ューロンの活動の同期が、GnRHニューロンの大量分泌やパルス状分泌のメカニズムであるか検討を行った。

研究成果の概要（英文）：The mechanisms that reduced nutritional status affects the activity of GnRH 
neurons involved in reproductive regulation and CRH neurons involved in the stress response were 
investigated. Food restriction to mice disrupted intracellular chloride homeostasis of CRH neurons 
and weakened inhibitory GABAergic input, which increased the activity of CRH neurons and activated 
the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, thereby affecting the activity of GnRH neurons. I also 
examined whether synchronization of GnRH neuron activity is a mechanism for the cyclic or pulsatile 
secretion of GnRH neurons.

研究分野：神経内分泌学

キーワード： GABA　GnRHニューロン　CRHニューロン　クロライド　生殖　視床下部
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研究成果の学術的意義や社会的意義
栄養状態の低下による体重の減少などにより、視床下部-下垂体の機能が低下し、無月経や無排卵になる中枢性
排卵障害が知られているが、本研究で栄養状態の低下が細胞内クロライドホメオスタシスに影響を及ぼし、GABA
による神経活動制御に変化をもたらすことが、生殖機能低下のメカニズムの一端であることを明らかになり、細
胞内ホメオスタシスを維持するトランスポーターやトランスポーターの活動を制御する分子を対象とした新たな
治療法の開発につながると考える。

※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。



1. 研究開始当初の背景 
脳による生殖内分泌調節の最終共通路は視床下部に存在する生殖腺刺激ホルモン放出

ホルモン(GnRH)ニューロンである。成熟雌マウスでは 4 日に 1 度排卵が起こる。これ
は卵胞の成熟に伴い卵巣から分泌されるエストロジェンの作用により、GnRHニューロ
ンから GnRHが大量分泌され、その結果、下垂体から黄体形成ホルモン(LH)が大量分泌
されるためである。GnRHおよび LHは通常パルス状に分泌され、卵胞成熟、精子形成
に関与している。GnRHニューロンは細胞数が少なく、視床下部に散在しているにもか
かわらず、4日に 1度の GnRHの大量分泌や 1時間に 1度のパルス状分泌を引き起こす
メカニズムは未だに明らかにされていない。多数の GnRH ニューロンの活動が周期的
に同期することが想定されるが、実際の証明はなされていない。また、栄養状態の低下

により生殖機能が低下することが知られるが、栄養状態の低下が GnRH ニューロンの
活動性に変化をもたらすメカニズムもわかっていない。GnRH ニューロンは GABA ニ
ューロンの制御を受けるが、代表者はこれまでに GnRHニューロンでは Cl-を細胞外に
くみ出す K+-Cl-共役担体(KCC2)の発現が低く、細胞内 Cl-濃度が高いため、抑制性伝達
物質である GABA が成熟動物においても興奮性に作用するという特有の性質を持つこ
とを報告しており、GnRH ニューロンへの GABA 入力を興奮性から抑制性に変化させ
た遺伝子改変マウスでは性周期が乱れ、排卵や妊娠がみられず、興奮性 GABA 入力が
生殖機能において重要な役割を持つことを明らかにしている。しかしながら、GABA入
力の興奮性から抑制性への変化により、神経回路レベルでどのような変化が起こり、生

殖機能に影響を及ぼしたのかはわかっておらず、興奮性 GABA入力による GnRHニュ
ーロンの活動制御のメカニズムは明らかになっていない。視床下部に存在し、ストレス

応答に関わる副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン(CRH)ニューロンも GABA による制
御を受けており、室傍核にある CRHニューロンの細胞体では GABAは抑制性に、正中
隆起の神経終末では GABA は興奮性に作用することを報告しているが、栄養状態の低
下による GnRH ニューロンや CRH ニューロンの活動性の変化への GABA の関与は検
討されていない。 
 
2. 研究の目的 
本研究では、GnRH の大量分泌やパルス状分泌のメカニズムを明らかにするために、
GnRHの大量分泌では、たくさんの GnRHニューロンの活動が同期し、パルス状分泌で
は一部の GnRH ニューロンの活動が同期することにより起きている可能性を考え、特
に GABAが興奮性に作用するという GnRHニューロンに特有な性質に着目して検討を
行った。また、栄養状態の低下により生殖機能が低下するメカニズムを明らかにするた

めに、食餌制限負荷により、GnRH ニューロンおよび CRH ニューロンの細胞内クロラ
イド濃度が変化することで、GABA作用が変化し、GnRHニューロンおよび CRHニュ
ーロンの活動性に変化がみられるか検討を行った。 



 
3. 研究の方法 
カルシウムイメージング法により GnRH ニューロンの活動の指標として自発的なカル
シウムの上昇を記録するために、GnRH ニューロンでカルシウムセンサーである
GCaMP6f を発現するマウスの作成を行った。GnRH ニューロンで tTA(テトラサイクリ
ン制御性トランス活性化因子)を発現する GnRH-tTA マウスと β アクチン遺伝子の下流
に tetO-GCaMP6f がノックインされている tetO-GCaMP6f マウスを交配させ、GnRH-
tTA::tetO-GCaMP6fマウスを作成した。また、GnRHニューロンへの興奮性 GABA入力
を抑制に変化させた時の GnRHニューロンの活動への影響を検討するために、GnRHニ
ューロンで GCaMP6f と GABA 作用を抑制性にする KCC2 を発現するマウスの作成を
行った。GnRH-tTA::tetO-GCaMP6f マウスと KCC2-tetO マウスを交配させ、GnRH-
tTA::tetOGCaMP6f::KCC2-tetO マウスを作成した。これらのマウスより視床下部を含む
急性脳スライス標本を作成し、二光子顕微鏡を用いてカルシウムイメージングを行い、

GABAによるカルシウムの上昇、自発的なカルシウムの上昇の記録を行った。また、栄
養状態の低下による生殖機能低下のメカニズムを検討するために、マウスに食餌制限を

負荷し、GnRH ニューロンおよび CRH ニューロンの活動への影響を検討した。栄養状
態の低下のモデルとして、マウスに 60%食餌制限(通常の 60%量の餌を 10 日間与える)
を負荷し、体重、血中コルチコステロンへの影響を調べた。また、食餌制限負荷により

CRH ニューロンおよび空腹時に活性化されるアグーチ関連ペプチド(AgRP)ニューロン
が活性化されることを神経活動の活性化の指標として c-Fosの免疫染色を行うことで確
認した。食餌制限を負荷したマウスより、視床下部を含む急性脳スライス標本を作成し、

グラミシジン穿孔パッチクランプ法を用いて CRHニューロンおよび GnRHニューロン
より GABA の平衡電位を記録し、細胞内クロライド濃度が変化することにより GABA
応答に変化がみられるか調べた。 
 

4. 研究成果 
GnRHニューロン間での活動の同期性の検討を行った。カルシウムイメージング法によ
り、GnRHニューロンの活動の指標として自発的なカルシウムの上昇を記録するために、
GnRHニューロンで GCaMP6fを発現するマウスを作成し、ドキシサイクリン投与中止
により、GnRHニューロンで GCaMP6fが発現されることが確認できた。また、同期活
動における GnRH ニューロンへの興奮性 GABA 入力の役割を検討するために、GABA
入力を興奮性から抑制性に変化させた GnRHニューロンで GCaMP6fと KCC2を発現す
るマウスを作成し、ドキシサイクリン投与中止で、GCaMP6f と KCC2 が発現されるこ
とを確認できた。視床下部を含む急性スライス標本を用いて、GABA の投与により
GnRHニューロンでカルシウムが上昇すること、KCC2を発現させることにより、GABA
によるカルシウムの上昇がみられなくなることを確認できたが、自発的なカルシウムの



上昇という弱いカルシウムの上昇をはっきりと記録することは難しかった。GCaMP6f
の発現が弱いためと考えられたため、マウスのホモ化や GnRH Creマウスに AAVを用
いて GCaMP6fを発現させる、スライス標本の状態を良くするためにスライス作成時の
溶液の工夫やチャンバーの変更などの方法を試みたが、GnRHニューロンで自発的なカ
ルシウムの上昇を記録できるだけの GCaMP6fの十分な発現をえる方法のさらなる検討
が必要である。栄養状態の低下により、生殖機能制御に関わる GnRHニューロンおよび
ストレス応答に関わる CRH ニューロンの細胞内クロライド濃度維持機構が破綻し、
GABA応答が変化するか検討を行った。マウスに 60%食餌制限を負荷することにより、
体重が有意に減少し、CRHニューロンで c-Fosの発現が認められ、⾎中コルチコステロ
ンの上昇が認められた。空腹時に活性化される AgRPニューロンでも c-Fosの発現が認
められたことから、⾷事制限負荷の⽅法を確⽴できた。この⽅法を⽤いて、⾷餌制限の
影響を検討したところ、60%食餌制限を負荷したマウスの CRHニューロンでは、GABA
の平衡電位の脱分極側へのシフトが認められた(図 1、GABAの平衡電位 食餌制限なし：
-60.6 mV、食餌制限あり：-51.8 mV)。このことから、食餌制限負荷により、CRHニュー
ロンへの抑制性 GABA 入力が弱まることがわかった。よって、CRH ニューロンへの
GABA の抑制力が弱まり、CRH ニューロンの活動性が
高まることで視床下部-下垂体-副腎軸が活性化し、
GnRH ニューロンの活動性および生殖機能に影響を与
える可能性が考えられ、栄養状態の低下が生殖機能に影

響を与えるメカニズムの一端を明らかにすることがで

きた。GnRH ニューロンの GABA の平衡電位の変化や
活動性への影響も同様に調べているところであるが、食

餌制限負荷を行ったマウスで妊娠が認められたことか

ら、食餌制限負荷により生殖機能が完全に抑制されるわ

けではないことがわかったが、性周期の乱れなどがみら

れる可能性が考えられるため、今後引き続き検討を続け

ていく必要がある。 
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Regulated KCC2 phosphorylation is critical for dynamic GABA-mediated inhibition.
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