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研究成果の概要（和文）：メダカを用いたCa2+イメージングでKiss2がバソトシンニューロンのCa2+を直接的に
上昇させることを示した。次に、Kiss2の前駆体に対する特異的な抗体を作成、特異性を厳密に証明した上で、
バソトシンEGFPトランスジェニックメダカにこの抗体を適用したところ、Kiss2ニューロンの神経線維がバソト
シンニューロンの細胞体近傍の神経線維に密に接していることが明らかになった。これらより、バソトシンニュ
ーロンがキスペプチンニューロンの支配を受けていることが強く示唆された。
さらに、各種ノックアウトメダカを作成、全脳でRNAseq解析を行い、いくつかの神経ペプチド発現に異常が出る
ことがわかっている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we used physiological and histological approaches to examine 
the regulation of kisspeptin neural system on vasotonergic neural system in medaka. First, Ca2+ 
imaging experiments demonstrated that vasotocin neurons increase their intracellular calcium level 
in response to synthetic Kiss2 peptide. Moreover, by using a newly generated Kiss2 specific 
antiserum and a transgenic lines whose vasotocin neurons are labeled by GFP, close apposition of 
Kiss2 and vasotocin fibers was demonstrated. These lines of evidence strongly suggest that Kiss2 
neurons regulate vasotocin neuronal activities. 
In addition to these neuroanatomical approaches, we established knockout medaka for kisspeptin or 
vasotocin related genes. RNA seq analysis of their brains suggested some candidate neurotransmitters
 that can be regulated by kisspeptin or vasotocin neural systems in the brain. The analysis of these
 neuronal systems, which may be related to kisspeptin and/or vasotocin system, is underway.

研究分野：神経内分泌学

キーワード： キスペプチン　バソトシン　GnRH　Ca2+イメージング　トランスジェニック
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１．研究開始当初の背景 
脊椎動物の生殖は、視床下部に存在する

GnRH ニューロンが制御する脳下垂体 FSH
および LHの放出によって制御されていると
考えられている。これまで最終共通経路と考
えられてきた、GnRHニューロンの制御は長
年謎であったが、近年発見されたキスペプチ
ンニューロンが血中のエストロジェン濃度
に応じてゴナドトロピン放出ホルモン
(GnRH)の放出を制御することにより生殖機
能をコントロールするという仮説がほ乳類
では定説になろうとしている。しかし、真骨
魚類キスペプチンは GnRH ニューロンに作
用せず、血中 LH の上昇を引き起こさない。
また、鳥類はキスペプチンの遺伝子をすべて
失っているが繁殖している。すなわち、キス
ペプチンによる生殖制御は哺乳類で独自に
獲得したと考えられる。しかし、申請者の今
まで行ってきた一連の研究により、キスペプ
チンニューロンは性ステロイドに対する感
受性を示すことは、魚類を含む脊椎動物の幅
広い種で保存されていることがわかってき
た。そこで、性ステロイド感受性キスペプチ
ンニューロンが、生殖以外のどのようなシス
テムに作用しているのかを調べた。そうした
ところ、さまざまな末梢臓器の内分泌制御に
関わることが知られているイソトシン・バソ
トシンニューロン（ほ乳類でのオキシトシ
ン・バソプレシンニューロン）がキスペプチ
ン受容体を発現していることが二重 in situ 
hybridization 法を用いたところ明らかにな
った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、キスペプチンニューロンのイ
ソトシン、バソトシンニューロンへの直接、
間接的制御の作用機序（細胞体、脳下垂体軸
索終末の各レベル）と、その制御がもたらす
個体レベルでの変化を明らかにすることを
目的とした。また、研究の途中で、直接、間
接制御の両方が存在することがわかってき
たので、間接制御を介在するニューロンの同
定を行い、制御全体の理解を行うこととした。 
 
３．研究の方法 
トランスジェニック技術を用いることが可
能なメダカの利点を活かして研究を行った。
研究協力者から供与されたバソトシン GFP
トランスジェニックメダカに AM 体として
カルシウムインジケーターである fura-2を負
荷した標本を用いてカルシウムイメージン
グを行った。また、メダカ Kiss2前駆体に特
異的な抗体を作製した。この抗体を用いてバ
ソトシンニューロンとの形態学的な関係性
を二重免疫組織化学で解析した。 
さらに、キスペプチンニューロンによる制
御をより詳しく解析するために、キスペプチ
ン受容体である gpr54-1を発現するニューロ
ンを GFP でラベルしたトランスジェニック
メダカを用い、形態学的な解析や、その同定

を行うため、解離回収した GFP 発現ニュー
ロンの次世代シーケンスを行った。 
 
 
４．研究成果 
トランスジェニック技術を用いることが
可能なメダカの利点を活かして研究を行っ
た。研究協力者から供与されたバソトシン
GFP トランスジェニックメダカに AM 体と
してカルシウムインジケーターである fura-2
を負荷した標本を用いてカルシウムイメー
ジングを行った。その結果バソトシンニュー
ロンはキスペプチン合成ペプチドのバスア
プリケーションにより細胞内カルシウムを
上昇させることがわかった。この結果は神経
回路を遮断するテトロドトキシンの存在下
でも見られたので、キスぺプチンニューロン
は直接的にバソトシンニューロンに作用し
得ることが明らかとなった。一方でメダカ 
Kiss2 前駆体に特異的な抗体を作製した。こ
の抗体を用いてバソトシンニューロンとの
形態学的な関係性を解析したところ、バソト
シンニューロンの軸索の根元に近い位置に
Kiss2 免疫陽性線維は密に投射していること
が明らかとなった。 
さらなるキスペプチンの機能を探索する
ため、既に作成済みのキスペプチン受容体を
発現するニューロンをGFPで標識したメダカ
の脳を解離し、GFP 発現細胞のみを回収し次
世代シーケンスによるトランスクリプトー
ム解析を行った。そうしたところ、 脳下垂
体に投射する群は、神経伝達物質として、ニ
ューロペプチド B を発現していることがわ
かった。 
さらに、gpr54-1-GFP トランスジェニック
メダカのGFPとバソトシンの二重免疫組織化
学をおこなったところ、gpr54-1 を発現する
ニューロペプチド B の脳下垂体軸索終末は、
バソトシンの神経終末を覆うような構造を
示すことがわかった。したがって、キスペプ
チンニューロン、特に Kiss1 ニューロンは、
ステロイドに応じて、ニューロペプチド Bニ
ューロンを介し、バソトシンニューロンの神
経末端での放出を制御していることを示唆
する。なお、バソトシンニューロンは、バソ
トシンとして一般循環に放出されるものと、
脳下垂体前葉の内分泌細胞に作用し、脳下垂
体前葉ホルモン放出を促すものが存在する
が、形態的な特徴から、ニューロペプチド B
の作用、すなわちキスペプチンニューロンの
制御を間接的に受けるものは、脳下垂体前葉
ホルモンに作用するバソトシンニューロン
の末端であると示唆された。 
これらの結果から、Kiss2 ニューロンはバ
ソトシンニューロンに直接的に作用し、
Kiss1 ニューロンはニューロペプチド B ニュ
ーロンを介すことで、脳下垂体末端における
バソトシンの放出を制御することが示唆さ
れた。前者に関しては、形態学的、生理学的
に神経回路は証明され、後者に関しては、現



時点では形態学的な示唆である。後者に関し
ても、引き続き、生理的な意義、作用機序に
関しての研究を進めている。 
また、バソトシン、イソトシン、Kiss1, 
Kiss2, gpr54-1,gpr54-2のノックアウトを作
成し、全脳の mRNA を抽出、RNAseq 解析を行
った。そうしたところ、バソトシンやイソト
シンのノックアウトとキスペプチン遺伝子
のノックアウトの間で、整合する遺伝子変動
もいくつかみられた。一方で、全体的な印象
として、バソトシンノックアウトのほうがキ
スペプチン関連遺伝子ノックアウトよりも
明確に遺伝子発現変動を示すものも多く見
られた。すなわち、キスペプチンニューロン
によるバソトシンニューロンへの制御は、
RNAseq である限り、神経修飾的なものである
と考えられる。イソトシン・バソトシン神経
系は、キスペプチン神経系以外にも、さまざ
まな神経入力を受けることが知られている
ので、今回の RNAseq の結果も、そのことを
考えれば、リーズナブルであると考えている。 
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