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研究成果の概要（和文）：本研究は、哺乳類において、卵胞発育と排卵を制御するエストロゲン（E2）の正と負
のフィードバック機構の解明を目的とした。本研究では、遺伝子改変ラットやマウス、ブタ、反芻動物モデルの
ヤギ、サルを用い、視床下部弓状核および前腹側室周囲核/視索前野に局在するキスペプチン（Kiss）神経が、
それぞれE2の負および正のフィードバック中枢であることを示し、家畜やヒトの生殖障害の課題解決に資する基
礎的知見を得た。また、各神経核のKiss神経に共発現する転写因子Aを発見した。さらに、E2のフィードバック
効果の分子機構の検討に資するラットの両神経核由来のKiss神経不死化細胞株を樹立した。

研究成果の概要（英文）：The present study aimed to investigate the mechanism mediating estrogen 
negative and positive feedback regulating follicular development and ovulation, respectively, in 
mammals. The study focused on the effects of estrogen on Kiss1 (kisspeptin gene) expression in 
kisspeptin neurons, and demonstrates that the arcuate (ARC) and anteroventral paraventricular 
nucleus (AVPV)/ preoptic kisspeptin neurons are targets of estrogen to exert the estrogen negative 
and positive feedback effects, respectively, in rats, mouse, monkeys, and goats. The study also 
revealed that specific transcriptional factors are expressed in the both kisspeptin neuronal 
populations. Further, the present study tried to generate immortalized rat AVPV and ARC kisspeptin 
neuronal cell lines to investigate molecular mechanism mediating the estrogen effects. As a result, 
we obtained some kisspeptin neuronal cell line candidates from the AVPV and ARC.
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類のメスにおいて、卵胞発育と排卵は、

エストロゲンのフィードバック機構により
制御される。発育中の卵胞から分泌されるエ
ストロゲンは、視床下部からの性腺刺激ホル
モン放出ホルモン（GnRH）分泌に対して抑
制的に作用し（負のフィードバック）、下垂
体からの性腺刺激ホルモンのパルス状分泌
を抑制することにより卵胞発育のファンチ
ューニングする働きをもつ。ところが、卵胞
成熟にともない血中エストロゲンが増加す
ると、エストロゲンは、GnRH/黄体形成ホル
モン（LH）の大量放出（サージ）を促し（正
のフィードバック）排卵を誘起する。エスト
ロゲンによる両方向（正と負）のフィードバ
ックがどのような機構により制御されるか
については不明であり、世界の多くの研究グ
ループが長年研究を進めて来たが、未だ全容
の解明に至ってない。また、家畜の繁殖障害
には、このフィードバック機構の異常が原因
と見られる例が少なくない。これらフィード
バック機構の解明により、家畜の繁殖障害の
治療等に資する成果が得られると考えられ、
本研究を計画するに至った。 

 
２．研究の目的 
本研究は、哺乳類の生殖中枢と考えられる

キスペプチンニューロンにおけるキスペプ
チン遺伝子（Kiss1）の脳内発現と分泌に対
するエストロゲンの制御機構を、組織特異的
な転写因子・enhancer/suppressor の同定・
エピジェネティック制御機構・組織特異的な
受容体による分泌制御機構の解明により、正
と負のフィードバック機構の全容を解明す
ると共に、ブタ・ヤギ（反芻モデル）を用い
た研究により、家畜の排卵・卵胞発育異常な
どの繁殖障害の治療法の開発に資すること
を目的とする。 

 
３．研究の方法 
排卵を制御するエストロゲンの正のフィ

ードバック、および卵胞発育を制御する負
のフィードバック機構の解明を目指し、家
畜のモデルとしてラット・マウス、ブタ、
反芻家畜モデルとしてヤギ、およびヒトの
モデルとしてニホンザルを用い、研究を遂
行した。本研究課題では、主にエストロゲ
ンの負のフィードバック中枢として視床下
部弓状核（ARC）に局在するキスペプチン
ニューロン、および正のフィードバック中
枢として前腹側室周囲核（AVPV）に局在
する同ニューロンに着目した。 
遺伝子改変マウスを用いた in vivo レポ

ーターアッセイによる ARC および AVPV
に局在するキスペプチンニューロンにおけ
る Kiss1 遺伝子エンハンサーの同定、ヤギ
およびニホンザルにおける、エストロゲン
の正のフィードバックの作用部位の同定、
Kiss1 ノックアウト（KO）ラットの作製に
よる、キスペプチンニューロンが、正と負

のフィードバック中枢であることの証明、
ブタにおける Kiss1 発現制御の解明、ラッ
ト AVPV および ARC のキスペプチンニュ
ーロン由来の不死化細胞株の確立、これら
ふたつの神経核の同ニューロンに特異的に
発現する転写因子、enhancer/suppressor、
エピジェネティック制御機構に関わるヒス
トン修飾蛋白の検索と絞り込み、さらに一部
のヒストン修飾蛋白のキスペプチンニュー
ロンにおける役割を明らかにするための実
験等を実施した。 
 

４．研究成果 
本研究課題の遂行により、視床下部のふた
つの領域に局在するキスペプチンニューロ
ンが、ラットやマウスなど実験動物だけでな
く、ブタや反芻家畜、霊長類においても、エ
ストロゲンの正および負のフィードバック
を担う中枢であることが明らかとなり、家畜
やヒトの生殖障害の課題解決に資する成果
が得られた。本研究の成果の概要は以下の
通りである。 
１）マウスを用い、負のフィードバックの作
用部位であるARCキスペプチンニューロンに
おけるKiss1発現を担うエンハンサー部位が、
正のフィードバック作用部位である AVPV に
おける同ニューロンのエンハンサーとは異
なり、Kiss1 プロモータ領域の上流に存在す
ることを明らかにし、両神経核のキスペプチ
ンニューロンにおけるエストロゲンの作用
機序が異なることを示唆した。 
２）サルおよびヤギにおけるエストロゲンの
正のフィードバック中枢が、ラット・マウス
の AVPV と相同核である視索前野に局在する
キスペプチンニューロンであることを明ら
かにした。 
３）Kiss1 遺伝子 KO ラットの作製に成功し、
同 KO ラットが性成熟を示さず、またパルス
状およびサージ状のゴナドトロピン分泌を
欠如することを示し、キスペプチンニューロ
ンが哺乳類の生殖中枢であることを証明す
るとともに、同 KO ラットでは、エストロゲ
ンの正のフィードバックが消失することを
明らかにした。 
４）新生児期のラットへのエストロゲンの慢
性曝露が、AVPV および ARC のキスペプチンニ
ューロンに、エストロゲン受容体αおよびβ
を介して作用し、成長後の Kiss1 発現を消失
させることを明らかにし、エストロゲンは発
達期の脳においては、成長後とは全く異なる
プライミング作用を有することを明らかと
した。 
５）ブタにおいて、性成熟前と性成熟後の視
床下部におけるKiss1発現の経時的変化を探
索し、ブタにおいては Kiss1 発現が性成熟前
から認められることを明らかとし、ブタの性
成熟はキスペプチン分泌を促進する機構の
成熟が性成熟をもたらすことを示唆した。こ
のことから、ブタではラットやマウスと異な
り、性成熟前のエストロゲンの負のフィード



バックの影響が少ないことを示唆した。 
６）雌ラットにおいて、エストロゲンの正の
フィードバックによる LH サージが、雄ラッ
ト床敷き由来の物質によって増強されるこ
とを示し、またこの増強が AVPV のキスペプ
チンニューロンの活性化によることを明ら
かにした。 
７）正および負のフィードバックを担うエス
トロゲンの作用部位と想定した２つの神経
核、すなわち AVPV および ARC それぞれに局
在するキスペプチンニューロンに特異的に
発現する転写因子、コファクター、ヒストン
修飾蛋白、SNARE 蛋白質遺伝子発現を検索し、
そのプロット解析を実施した。その結果、両
神経核の同ニューロンには、Kiss1 の発現が
高い時に、共通のヒストン修飾蛋白 Aが発現
することを発見した。さらにヒストン修飾蛋
白 A と Kiss1 との共存を double in situ 
hybridization 法により確認したところ、そ
のキスペプチンニューロンとの共存率が、そ
れぞれの神経核で８０％を越えることを明
らかにし、ヒストン修飾蛋白 Aが Kiss1 発現
促進を担うことを示唆した。 
８）ラット ARC と AVPV 由来のキスペプチン
不死化細胞株を作製し、ARC と AVPV それぞれ
のキスペプチンニューロンに特異的に発現
するマーカー遺伝子を指標として選抜し、複
数の候補株を得た。これら複数の候補株から、
エストロゲンによる正負のフィードバック
を in vitro で再現する株を絞り込む作業を
実施した。さらに、上記 7)で得られた、Kiss1
遺伝子発現を制御する可能性が高いヒスト
ン修飾蛋白 A の役割解明のための in vitro
実験に着手した。 
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