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研究成果の概要（和文）：キスペプチンは性腺機能を制御する最上位の神経ペプチドで、性腺機能が抑制される授乳期
の母ラットでは、その脳内における発現が乳仔からの吸乳刺激により顕著に抑制される。本研究では、吸乳刺激がどの
ようなメカニズムを介してキスペプチン発現を抑制するのか探索した。本研究により、授乳期では視床／脳幹部におい
てカルシトニン遺伝子関連ペプチド（CGRP）が増加すること、および視床のCGRP神経が吸乳刺激により活性化すること
が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Kisspeptin is the head of neural peptide regulating reproductive functions, and 
the expression is remarkably suppressed by suckling stimulus from pups in lactating mother rats who are 
inhibited reproductive function. The present project was undertaken to investigate what kind of mechanism 
does suckling stimulus suppress kisspeptin expression through. The present study demonstrated that 
calcitonin gene-related peptide (CGRP) in the thalamus and brainstem were increased during lactation and 
thalamic CGRP neurons were activated by suckling stimulus.

研究分野：神経内分泌
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１．研究開始当初の背景 
 キスペプチンは、ヒトを含むほ乳類におい
て、生殖機能を制御する神経ペプチドとして
注目をあびている。申請者らのグループはキ
スペプチンが生殖機能を強力に促進する作
用を有すること、さらには、ラットの脳にお
いてキスペプチン神経は前腹側脳室周囲核
と視床下部弓状核の 2カ所に局在することを
報 告 し た （ Kinoshita, Yamada et al. 
Endocrinology 2005, Adachi, Yamada et al. 
Jorunal of Reproduction and Development 
2007）。ほ乳類の生殖機能は視床下部－下垂
体－性腺軸と呼ばれる一連のメカニズムに
よって制御される。視床下部にある性腺刺激
ホルモン放出ホルモン（GnRH）神経からパ
ルス状に分泌される GnRHは、下垂体からの
ゴナドトロピン（卵胞刺激ホルモンと黄体形
成ホルモン（LH））を介して、性腺の活動を
促す。GnRHは生殖機能を制御する「最上位
のホルモン」として長い間君臨してきたが、
キスペプチンは GnRH 分泌を制御するさら
に上位のホルモンである。 
 授乳期に乳児（仔）から母親が受ける吸乳
刺激は、母親の性腺機能を抑制する因子の一
つである。申請者らはパルス状 LH分泌が抑
制される授乳期の母ラットにおいて、乳仔か
らの吸乳刺激により視床下部弓状核のキス
ペプチンとその遺伝子であるKiss1の発現が
低下すること（Yamada et al. Endocrinology 
2007）、および、授乳期のラットでもキスペ
プチンの脳室内投与により LH分泌が亢進す
ることを明らかにした（Yamada et al. J. 
Neuroendocrinology 2012）。このことは、授
乳期の性腺機能低下に弓状核キスペプチン
神経の抑制が関与することを示唆するとと
もに、キスペプチン神経を制御できれば、そ
れに続く GnRH分泌、ひいてはゴナドトロピ
ン分泌も制御できる可能性を示唆する。しか
しながら、吸乳刺激によるキスペプチン制御
機序は分かっていない。 
 
２．研究の目的 
 授乳期に増加するプロラクチンやオキシ
トシンはキスペプチン神経の抑制にあまり
関与しないという報告があるので、乳頭から
の神経系による抑制が存在すると考えられ
る。そこで本研究は、１）乳頭から弓状核キ
スペプチン神経に吸乳刺激を伝える神経経
路と２）吸乳刺激がキスペプチン神経に及ぼ
す影響を調べることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）吸乳刺激を伝える神経経路 
 神経トレーサーを用いたオキシトシン分
泌に関する研究より、乳頭からの吸乳刺激は
脊髄から脳幹や視床を介して視床下部に伝
達されると考えられる。そこで、視床や脳幹
から生じる伝達物質が弓状核のキスペプチ
ン神経の抑制に関与すると仮定し、授乳ラッ
トの視床や脳幹における伝達物質の増減を

real-time RT-PCR法を用いて網羅的に探索し
た。次に、発見した伝達物質の授乳ラットの
脳内における局在やその投射を順行性およ
び逆行性神経トレーサーを利用した免疫組
織化学的手法を用いて解析し、弓状核キスペ
プチン神経とのつながりを調べた。 
２）吸乳刺激が弓状核キスペプチン神経に及
ぼす影響 
 授乳期では吸乳刺激が何らかの神経伝達
物質を介してキスペプチン神経に作用し
Kiss1 mRNA の転写を抑制すると考えられる。
授乳期に弓状核キスペプチン神経内で起こ
る転写制御のメカニズムを解明するために、
授乳ラットの弓状核における転写抑制関連
因子の発現量などを調べた。転写抑制関連因
子として① キスペプチン分泌抑制に関与す
るプロダイノルフィンの発現量、② 転写因
子である Extracellular Signal-regulated 
Kinase (ERK) や cAMP Response Elelment 
Binding protein (CREB) のリン酸化量、③ 
転写の抑制に関与するエピジェネティック
因子の発現量を調べた。 
 
４．研究成果 
１）吸乳刺激を伝える神経経路 
 脳幹と視床を切り出し、授乳に関連する遺
伝子の発現量を調べたところ、授乳ラットに
おけるカルシトニン遺伝子関連ペプチド
（CGRP）の発現量が非授乳ラットに比べ有意
に多いことが明らかとなった。次に、授乳ラ
ットにおける CGRP 神経の局在を免疫組織化
学的手法で調べたところ、非授乳期と変わら
ぬ分布を示し、CGRP 神経細胞体は視床の脚周
囲核（PP）や腕傍核に多く見られ、CGRP 神経
線維は視床下部腹内側核（VMH）や尾状核-被
殻（CPu）に多く見られた。ARC にも少しでは
あるが CGRP 神経線維が確認できた。その発
現量は授乳期と非授乳期で差は見られなか
った。そこで、PP の CGRP 神経が吸乳刺激で
活性化するか否かを、神経細胞活性化のマー
カーである cFos タンパクを利用して CGRP と
の蛍光免疫二重染色で調べた。授乳期では PP
における cFos 免疫陽性細胞数が有意に増加
し、CGRP 神経における cFos 免疫陽性細胞数
も有意に増加した。このことは、吸乳刺激に
より PPの CGRP 神経が活性化することを示唆
する。PP からの神経投射を調べるために、PP
に順行性トレーサーであるビオチンデキス
トランアミン（BDA）を投与した。BDA 線維は
VMH や CPu に投射していた。CGRP 神経線維の
局在と似ていたので、ARC、VMH と CPu に逆行
性トレーサーであるフルオロゴールド（FG）
を投与し、PPにおける CGRP と FG の蛍光免疫
二重染色を行った。ARC や VMH に FG を投与し
たラットでは PP において CGRP と FG の二重
陽性細胞はほとんど見られなかったが、CPu
に投与したラットでは多くの二重陽性細胞
が見られた。以上のことから PP から CPu に
投射する CGRP 神経が吸乳刺激で活性化する
ことが明らかとなった。今後はこの神経がキ



スペプチン抑制に関与するのか否かを解明
する必要があると思われる。 
２）吸乳刺激が弓状核キスペプチン神経に及
ぼす影響 
① 弓状核のキスペプチン神経はダイノルフ
ィンを共発現し、ダイノルフィンはキスペプ
チンの働きを抑制すると考えられている。そ
こで、授乳期のキスペプチン発現の抑制にダ
イノルフィンが作用している可能性を考え、
授乳ラットのARCにおけるプロダイノルフィ
ン（ダイノルフィンの遺伝子）発現量を in 
situ hybridization で調べたところ、授乳ラ
ットでは非授乳ラットにくらべKiss1発現量
が低下したが、プロダイノルフィン発現量に
差は見られなかった。 
② そこで、授乳期では Kiss1 の転写を抑制
するために転写因子のリン酸化が減少する
のではと仮定し、ERK や CREB のリン酸化量を
ウエスタンブロット法で調べたが、授乳期と
非授乳期に差は見られなかった。 
③ 吸乳刺激によるKiss1遺伝子のプロモー
ター部位のメチル化やヒストン修飾といっ
たエピジェネティック作用が転写抑制に関
与する可能性を考え、エピジェネティックに
関連する遺伝子（ヒストン脱アセチル化酵素、
メチル CpG 結合タンパク、ポリコーム群タン
パク質複合体）の発現量を real-time RT-PCR
法で調べたが、こちらも授乳期と非授乳期に
顕著な差は見られなかった。神経刺激による
エピジェネティック制御は新しい知見であ
り、今後はエピジェネティック制御が Kiss1
遺伝子で起こっているか直接調べる必要が
あると思われる。 
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