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研究成果の概要（和文）：発生過程において嗅覚器原基から移動した生殖線刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）産生ニ
ューロンは脳内に進入後、中隔背側部で腹側方向へ進路を変更する。ニワトリ胚では嗅球と中隔背側部に反発性軸索ガ
イダンス分子セマフォリン3A（Sema3A）の局所的発現があり、進路変更におけるSema3Aの関与が推察された。ニワトリ
胚前脳にエレクトロポレーション法でSema3A遺伝子を異所性導入すると、GnRHニューロンは異所性Sema3A発現領域近傍
で分散し、後方への移動が障害された。生体内でSema3AはGnRHニューロンに対し反発性に作用することが判明した。

研究成果の概要（英文）：Gonadotropin-releasing hormone (GnRH)-producing neurons originate in the 
olfactory placode and migrate to the forebrain. In exploring the molecular mechanisms guiding GnRH 
neurons to their final locations in the forebrain, we found that chick semaphorin 3A (Sema3A) mRNA is 
expressed in the olfactory bulb and the restricted region of the dorsal septum region (DS) to which GnRH 
neurons tend to avoid approaching. Most migrating GnRH neurons expressed neuropilin-1 mRNA, a Sema3A 
receptor. To investigate the chemorepulsive effect of Sema3A on the migration of GnRH neurons in the 
forebrain, we misexpressed Sema3A by in ovo electroporation in the ventral part of the medial forebrain 
of embryonic day (E) 3.5. At E6.5-7, GnRH neurons entered the medial forebrain, but failed to migrate to 
the DS over the site in which Sema3A was misexpressed. These results suggest that Sema3A acts as a 
chemorepulsive cue for the migration of GnRH neurons in the chick forebrain.
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１．研究開始当初の背景 
（１）生殖機能の中枢である生殖線刺激ホル
モン放出ホルモン（GnRH）産生ニューロンは、
他の脳ニューロンとは異なり、嗅覚器原基で
発生し脳へと移動する。脳外から脳内に移動
した GnRH ニューロンは、前脳の視索前野か
ら視床下部後方に定着し、生殖機能回路を形
成する。GnRH ニューロンの最終目的地への移
動と定着は生殖活動にとって重要である。し
かしながら、脳内における GnRH ニューロン
の分布は、神経核としてまとまっていないた
め、個々のニューロンの動態を時間経過とと
もに詳細に追跡するのは難しく、GnRH ニュー
ロンの最終目的地への移動経路の特定や定
着機構についての研究は非常に少ない。 
 
（２）ニワトリ胚において、GnRH ニューロン
と移動のガイド構造に相当すると考えられ
る神経線維との相互関係を組織学的に観察
した結果、脳内に進入した GnRH ニューロン
は、神経線維依存性に前脳奥の中隔背側部へ
移動し、この地点で神経線維非依存性にかつ
腹側方向へと進路を変更することを見いだ
した(図１，Murakami et al., 2010)。脳内
における GnRH ニューロンの腹側方向への経
路選択はマウスでも見られ、種を越えた共通
事項と考えられる。経路変更における分子メ
カニズムの解明は、GnRH ニューロンの移動と
定着機構を理解する上で重要である。 

 
（３）標的組織近傍に存在する液性の軸索ガ
イダンス分子は誘引あるいは反発活性によ
ってニューロンや神経突起を正しい標的に
導き、中枢神経系の神経回路形成に関与する。
反発性軸索ガイダンス分子として知られる
セマフォリン 3A (Sema3A)は胎生期の脊髄神
経節や嗅神経などの軸索伸長を阻害する分
子として知られている。ニワトリ胚での観察
から、GnRH ニューロンの脳内進入部位近くの
嗅球と、前脳内側部の進路変更地点近傍に、
Sema3A mRNA が限局して発現し（図１）、移動
中の GnRH ニューロンの多くが受容体ニュー
ロピリン１を発現することがわかった。
Sema3A は GnRH ニューロンの移動方向の分岐
点で作用する反発因子候補であると想定し、
組織培養を用いた移動アッセイ系で解析し
た結果、GnRH ニューロンに対する Sema3A の 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
反発活性が証明された(図２)。これらは、
GnRH ニューロン移動における脳内 Sema3A の
役割を示唆する結果である。 
 
（４）Sema3A およびニューロピリン 1,2 分子
のノックアウトマウスでは GnRH ニューロン
の移動異常が報告されている(Cariboni et 
al., 2011)。しかし、移動異常は脳外で生じ
ているため、脳内に発現している Sema3A の
GnRH ニューロンに対する機能はこれらのノ
ックアウトマウスでは解析できない。GnRH ニ
ューロンの脳内移動における反発性軸索ガ
イダンス分子の機能を生体で検証するには、
ニワトリ胚を用いた領域・時期特異的な遺伝
子導入実験が有用である。生体における
Sema3A の GnRH ニューロンに対する反発活性
を検証するために、ニワトリ胚生体内への遺
伝子導入により GnRH ニューロンの移動に対
する Sema3A の機能を調べることで、GnRH ニ
ューロンの脳内進路変更における Sema3A の
役割の解明を計画した。 
 
２．研究の目的 
（１）GnRH ニューロンの脳内移動に Sema3A
が反発性に作用する可能性を生体で検証し、
脳内における Sema3A の局所的発現は GnRH ニ
ューロンの進路変更に関与することを示す。
培養系では移動中の GnRH ニューロンの移動
能は Sema3A の存在下で低下しており、同様
の作用が生体でも生じるかを確認する。その
ために、脳内の移動経路上に Sema3A 遺伝子
を異所性導入し、Sema3A に対する GnRH ニュ
ーロンの反応性を調べる。 
 
（２）GnRH ニューロンに発現する Sema3A 受
容体の機能抑制実験を行う。ニューロピリン
１は Sema3A のシグナル伝達を仲介する受容
体である。RNAi(RNA interference; RNA 干渉)
法により移動中の GnRH ニューロンにおける
ニューロピリン１の遺伝子発現を抑制し、
GnRH ニューロンの移動動態を調べる。Sema3A
の GnRH ニューロンに対する反発活性がニュ
ーロピリン１を介するものであることを示
し、GnRH ニューロンの進路変更地点における
Sema3A の作用機序の分子機構を調べる。 
 

 

 



３．研究の方法 
（１）前脳へのニワトリ Sema3A 遺伝子の異
所性導入と GnRH ニューロンの移動動態解析 
GnRH ニューロンの脳内進入がもっとも盛ん
に起こるのは E5.5-6 日からである。エレク
トロポレーションによる遺伝子導入では、
12-24 時間後には遺伝子発現がみられること
と、胚の操作が比較的容易であることから、
E3.5 日胚で導入を行った。導入するニワトリ
Sema3A 遺伝子はゲノムに転移するメダカト
ランスポゾン Tol2 の発現ベクターに組み込
まれているため、細胞分裂によって遺伝子の
発現が低下することはない（Watanabe et al., 
2014）。前脳内側部における Sema3A 遺伝子の
導入部位は、GnRH ニューロンの進路変更地点
よりも前方の移動経路に限定した。導入 3日
後の腹側方向への移動が盛んになる E6.5-7
日胚を４％パラフォルムアルデヒド・リン酸
緩衝液(4%PFA/PB)にて固定後、クリオスタッ
ト切片を作成し、GnRH ニューロン分布、GnRH
ニューロンのガイド構造である嗅神経内側
枝の走行について免疫組織化学染色や蛍光
多重免疫組織化学染色を用いて、形態学的に
調べた。正常発生において嗅神経内側枝は
GnRH ニューロンの進路変更地点である中隔
背側部で伸長を停止するので、GnRH ニューロ
ンと同様に Sema3A に反応している可能性が
ある。導入部位確認には pCAGGS-EGFP ベクタ
ーを共導入した。 
 
（２）RNAi 法によるニューロピリン１遺伝子
発現抑制 
①移動中の GnRH ニューロンにおける Sema3A
受容体ニューロピリン１の発現パターン 
GnRH ニューロンにおけるニューロピリン１
の発現は一時的で、脳内に進入する E5-7.5
日にかけて強く、E9 にはほとんど検出できな
くなる。受容体の一時的な発現パターンから、
GnRH ニューロンの脳内移動において Sema3A
の反発活性はニューロピリン1を介して起こ
っていると思われる。移動経路変更の前後で
GnRH ニューロン上のニューロピリン１の発
現パターンが変化するかどうか蛍光二重免
疫組織染色にて観察した。 
 
②ニューロピリン１遺伝子発現抑制実験 
遺伝子機能抑制効果を示す 20 塩基程度の短
い siRNA (short interference RNA)は、相補
的な配列をもつ標的 mRNA と結合し切断する
ことで標的遺伝子の発現を抑制する。合成
siRNA オリゴヌクレオチドをエレクトロポレ
ーションで細胞内に導入し、機能抑制が可能
であることがニワトリ胚で報告されている。
遺伝子機能抑制の効果は発現ベクターに
siRNA を組み込んだ場合に比べると短いが、
5-7 日間持続するとされている。ヌクレアー
ゼであるダイサー（Dicer）の基質として認
識され切断されるように設計された抑制効
率の高い合成 siRNA(DsiRNA; 日本生物研究
所)を用いた。ニワトリニューロピリン1 mRNA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 前脳内側部における異所性 Sema3A 発現領域にお

ける GnRH ニューロンの動態。7日胚の前脳前額断標本。 

（A)前脳内へ進入した GnRH ニューロンが集団となって

観察される（矢印）。背側部の移動経路には異所性 Sema3A

が発現している（＊、茶色）。 

（B)（A)から約 100μm 後方の標本。移動中の GnRH ニュ

ーロン（矢印、青）は分散し、Sema3A 発現領域（＊）を

越えない。遺伝子非導入の反対側では GnRH ニューロン

が集団となって背側方向へと移動している。 
 
に対する27塩基のDsiRNA(20μM)とGFP発現
ベクターを3.5日胚の嗅上皮にエレクトロポ
レーションで導入し、3 日後の 6.5 日胚で
GnRH ニューロンの移動動態を組織学的に観
察した。 
 
４．研究成果 
（１）前脳内側部への Sema3A 遺伝子異所性
導入による GnRH ニューロン移動抑制 
①GnRH ニューロンの進路変更地点である中
隔背側部よりも前方の移動経路途上に異所
性 Sema3A が発現した個体では、脳内に進入
した GnRH ニューロンは異所性 Sema3A 発現領
域の近傍で脳実質内に分散し、より後方の中
隔背側部への移動が阻害された（図３）。GnRH
ニューロンの脳内進入部位である嗅球尾側
近傍に異所性 Sema3A が発現した個体では、
GnRH ニューロンの多くは前脳表層で塊状と
なって分布し、脳内への進入が阻害された。
これらの結果は、生体において GnRH ニュー
ロンは Sema3A に対し反発性に反応すること
を明らかに示している。 
異所性 Sema3A に反応した GnRH ニューロンが
脳実質内へ分散した結果は、正常発生におい
て進路変更地点で GnRH ニューロンが腹側方
向へ分散する現象とよく似ている。前脳の特
定部位に発現する Sema3A は GnRH ニューロン
の移動に対して反発性に作用することで、
GnRH ニューロンの脳内移動経路の形成に関
与していると考えられる。 
GnRH ニューロンの移動とカルマン症候群は
密接な関係がある事が知られているが、最近、
カルマン症候群患者において、Sema3A 遺伝子
の欠失が報告された（Young et al., 2012）。
カルマン症候群はX染色体にリンクした遺伝
子疾患で、無嗅覚を伴った性腺機能低下症を
示す。カルマン症候群の原因は多様であるが、
胎生期における GnRH ニューロンの移動異常

 



が原因のひとつであるとされている。カルマ
ン症候群では脳内に進入した GnRH ニューロ
ンの脳内定着に障害があるかもしれない。 
 
②前脳腹側部に発現する軸索ガイダンス分
子ネトリン１は、GnRH ニューロン移動に対し
誘因性に作用することはすでに判明してい
る（Deiner and Straven, 1999; Schwalting 
et al., 2001; Murakami et al., 2010）。本
研究の結果を併せると、GnRH ニューロンの進
路変更と腹側方向への移動は、反発性と誘引
性の２つの異なる軸索ガイダンス分子の協
働作用によって調節されている可能性が示
唆される。 
 
③脳内移動のガイド構造と考えられる嗅神
経内側枝の一部はソマトスタチンを特異的
に発現している。ソマトスタチン陽性線維束
は前脳内側部表層直下に沿って中隔背側部
まで伸長する。異所性 Sema3A 発現領域近傍
にソマトスタチン陽性線維は伸長していた
が、中隔背側部への伸長は認められなかった。
GnRH ニューロンと同じく嗅神経内側枝も異
所性 Sema3A に反発性に反応し、突起伸長が
抑制されたと考えられる。しかし、移動経路
途上の異所性 Sema3A に対し GnRH ニューロン
は分散したが、ソマトスタチン陽性線維束の
走行に乱れはなかった。異所性 Sema3A に対
する GnRH ニューロンの分散は、嗅神経内側
枝の伸長阻害による二次的効果というより
は Sema3A の GnRH ニューロンに対する直接効
果の可能性が高いと考えられる。 
 
（２）RNAi による GnRH ニューロン上のニュ
ーロピリン１遺伝子発現抑制 
①移動中の GnRH ニューロンは Sema3A 受容体
であるニューロピリン 1 mRNA を一時的に強
く発現する。脳内移動過程における GnRH ニ
ューロン上のニューロピリン１発現パター
ンの違いについて、脳内移動が盛んな E6-7
日胚で調べた。進路変更前では嗅神経内側枝
に沿って移動中の多くの GnRH ニューロンは
NP1 を共発現していたが、移動経路途上や進
路変更地点で嗅神経内側枝から離れた GnRH
ニューロンはニューロピリン１を発現して
いなかった。この結果は、GnRH ニューロンの
進路変更にニューロピリン１が関与する可
能性を示唆する。 
 
②siRNAを用いたGnRHニューロン上のニュー
ロピリン１発現抑制実験では、実験群および
negative control siRNA を導入した対象群の
いずれにおいても GnRH ニューロンの移動動
態に差は認められなかった。siRNA の塩基配
列デザインや投与時期など実験条件の検討
が必要である。Sema3A の受容体は複数あるこ
とから、プレキシン A１など他の受容体の関
与を考慮する必要があり、今後の課題である。 
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