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研究成果の概要（和文）：反芻家畜の繁殖を制御する神経内分泌メカニズムを細胞レベルで解析

する目的で、シバヤギ視床下部初代培養細胞を不死化し、神経細胞に由来する細胞株を樹立し

た。得られた神経細胞株の中から、哺乳類の繁殖機能に重要な神経ペプチドであるキスペプチ

ン遺伝子およびニューロキニン遺伝子を発現する細胞株を複数特定することに成功した。さら

にヤギニューロキニン遺伝子の転写調節機構を解析し、5’上流域の転写活性化領域と転写抑制

領域を同定した。	 

	 
	 
研究成果の概要（英文）：To	 analyze	 the	 neuroendocrine	 system	 that	 regulate	 reproduction	 
in	 domestic	 ruminants	 by	 in	 vitro	 methods,	 we	 tried	 to	 establish	 new	 cell	 lines	 derived	 
from	 goat	 hypothalamic	 neurons.	 We	 immortalized	 goat	 hypothalamic	 primary	 cultured	 cells	 
and	 obtained	 cell	 clones	 derived	 from	 neurons.	 Among	 the	 hypothalamic	 neuronal	 cell	 clones,	 
we	 determined	 multiple	 cell	 lines	 that	 express	 kisspeptin	 gene	 and	 neurokinin	 gene.	 We	 
further	 examined	 the	 transcriptional	 regulation	 mechanism	 of	 goat	 neurokinin	 gene	 and	 
determined	 both	 transcriptional	 activation	 and	 repression	 domain	 of	 goat	 neurokinin	 gene	 
5’-upstream	 region.	 
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１．研究開始当初の背景 
ウシの受胎率低下は国内外の畜産における
最も大きな問題となっている。哺乳動物の繁
殖周期は視床下部からの指令によって制御
されており、最も上位でその調節を行うのは
キスペプチンニューロンであることが近年
明らかになってきた。キスペプチンニューロ
ンが分泌する神経ペプチド（キスペプチン、

ニューロキニン、ダイノルフィン等）は相互
に発現を調節しあうことによって繁殖機能
を制御していることが示唆され、家畜の繁殖
障害の予防や治療への応用が期待されてい
る。しかし、家畜の視床下部由来の神経細胞
株は存在せず、細胞レベルでのキスペプチン
ニューロンの解析は十分に行われてこなか
った。 
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２．研究の目的 
本研究では反芻家畜の良好なモデル動物で
あるシバヤギを用いて、キスペプチンニュー
ロンに由来する神経細胞株を作製し、作製し
た細胞株を用いてキスペプチンおよびその
関連神経ペプチドの発現制御機構を解明す
ることを目指した。本研究で得られる細胞株
を利用することで、反芻家畜の繁殖機能を統
御するメカニズムを細胞レベルで解明し、ウ
シの受胎率向上に寄与する新規治療法を開
発することが可能になると考えられた。 
 
 
３．研究の方法 
(1)ヤギ視床下部細胞の初代培養と不死化	 
3 週齢シバヤギまたは胎仔シバヤギより脳を
取り出し、視床下部から細胞を分離し、初代
培養を行った。これらの細胞に、神経細胞を
含む種々の細胞の不死化に使用されている
シミアンウイルス 40（SV40）large	 T 抗原の
遺伝子を導入し、増殖能をもたせた。SV40	 
large	 T 抗原は、レンチウイルスベクターを
用いて視床下部細胞のゲノムに組み込んだ。	 
	 
(2)不死化細胞のクローニングと、各細胞株
の評価、ニューロン細胞株の取得	 
不死化後、良好に増殖するようになった細胞
群のクローニングを行った。細胞が一個ずつ
になるよう分離し、それぞれを細胞株とした。
視床下部には種々の細胞が含まれるため（成
熟神経細胞、神経前駆細胞、未熟神経細胞、
グリア細胞や血管内皮細胞など神経細胞以
外の細胞）、様々な由来の細胞株が得られる
と予測された。RT-PCR にて遺伝子マーカー
（神経細胞マーカーの NSE、グリア細胞マー
カーの GFAP 等）の mRNA 発現を解析し、各細
胞株の由来を調べた。次に、神経細胞由来で
あることが特定された細胞株について、キス
ペプチン遺伝子（KISS1）、ニューロキニン遺
伝子（TAC3）の mRNA 発現を RT-PCR にて解析
し、キスペプチンニューロンの細胞株を特定
した。	 
	 
(3)ヤギ KISS1および TAC3の 5’上流域配列
の決定と、ヤギ TAC3転写調節機構の解明	 
転写調節機構を解析する目的で、ヤギ KISS1
および TAC3の 5’上流域配列を決定した。配
列決定は、シバヤギ血液から抽出した DNA を
用いて、ゲノムウォーキング法により行った。
次にヤギ TAC3転写調節機構を解析した。シ
バヤギ視床下部より抽出した全 RNA を用いて
5’-RACE 法を行い、推定転写開始点を決定し
た。次に、得られた TAC3	 5’上流域配列の転
写活性を評価するため、ルシフェラーゼアッ
セイを行った。TAC3	 5’上流域を徐々に削っ

た配列をルシフェラーゼレポーターベクタ
ーに組み込み、これらのベクターをマウス視
床下部神経由来不死化細胞株（N7）またはヒ
ト神経芽腫由来細胞株（SK-N-AS）にトラン
スフェクションし、細胞溶解液中のルシフェ
ラーゼ量を測定して、各上流域の転写活性を
評価した。さらに、ヤギ TAC3転写調節に対
するエストロゲンの影響を調べるため、1	 nM
あるいは 10	 nM のエストロゲンを添加して同
様にルシフェラーゼアッセイを行った。	 
	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 ヤギ視床下部細胞の初代培養と不死化	 
3 週齢および胎齢 120 日のシバヤギ視床下部
初代培養細胞の不死化により、良好に増殖を
続ける細胞群を得ることに成功した。	 
�	 
(2)	 不死化細胞のクローニングと、各細胞株
の評価、ニューロン細胞株の取得	 
クローニングにより、子ヤギ視床下部由来細
胞クローンを 49 個、胎仔由来細胞クローン
を 100 個以上得た。子ヤギ由来の細胞クロー
ン 49 個の遺伝子発現解析を行い、35 個の神
経由来細胞クローン（NSE陽性かつGFAP陰性）
を同定した。各神経細胞クローンは異なる形
態をしており、様々な種類のニューロンに由
来することが示唆された（図１）。さらに
KISS1および TAC3の発現を解析し、両方を発
現する細胞クローンを 4個特定した。これら
の細胞クローンをキスペプチンニューロン
由来細胞株の候補とした。以上の成果につい
て、国内および国際学会にて発表を行った
（学会発表⑦⑩⑬）。胎仔由来細胞クローン
についても遺伝子発現解析を実施中である。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図１．3週齢シバヤギ視床下部由来神経細胞
クローンの形態．４つの異なる細胞クローン
の写真を示した．	 
	 
(3)ヤギ KISS1および TAC3の 5’上流域配列
の決定と、ヤギ TAC3転写調節機構の解明	 
ゲノムウォーキング法により、ヤギ KISS1お
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よび TAC3の5’上流域約3kb分の配列を決定
した。次にRACE法によりヤギ TAC3の全長RNA
配列を同定し、推定転写開始点を決定した。
ヤギ TAC3 の全長 RNA および上流域配列はウ
シ TAC3 と高い相同性を示し、ニューロキニ
ンの推定アミノ酸配列は完全に一致した。得
られた上流域の転写活性をルシフェラーゼ
アッセイにより評価した結果、転写開始点
（+1）から-2706~-336-base が転写抑制領域
であること、-197~+166-base が転写活性化
領域であることが明らかとなった（図２）。
エストロゲン（1	 nM,	 10	 nM）の添加により、
ヤギ TAC3 の転写活性が抑制される傾向が見
られたものの、その影響に有意差は認められ
なかった。以上の成果について、国内および
国際学会にて発表を行い、また国際学術誌へ
投稿し掲載が決定した（学会発表⑥⑧⑪、雑
誌論文①）。今後、(2)で得られたシバヤギキ
スペプチンニューロン由来細胞株を用いて
同様のルシフェラーゼアッセイを行い、ヤギ
TAC3の転写制御機構を解明する予定である。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図２．ヤギ TAC3	 5’上流域のルシフェラーゼ
活性．5つの異なる長さのヤギ TAC3	 5’上流
域を含むルシフェラーゼレポーターベクタ
ーをそれぞれ N7 または SK-N-AS 細胞にトラ
ンスフェクションし、ルシフェラーゼ活性を
測定した．0	 nM	 E2:	 エストロゲン非添加群、
1	 nM	 E2:	 1	 nM エストロゲン添加群、10	 nM	 E2:	 
10	 nM エストロゲン添加群．0	 nM	 E2 の
pGL4-basic（empty	 vector）の値を 1 として
活性を示した．*:	 P<0.05	 vs	 pGL4-basic．	 
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