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研究成果の概要（和文）：本研究では、発情行動に第一義的役割を果たすエストロジェンの受容体（ER）発現を
局所的にノックアウトできる遺伝子改変ヤギを作出し、反芻家畜の発情行動を制御する神経機構を解明すること
を目的とした。ホルモン処置により発情行動を誘起するモデルを構築し、発情に伴う行動量の増加はヤギの発情
行動を評価する定量的指標となることを明らかにした。ヤギER遺伝子mRNAの塩基配列および推定アミノ酸配列を
同定し、受精卵エレクトロポレーション法によるゲノム編集技術を導入するため、ヤギの遺伝子工学技術の最適
化を行った。また、ヤギERが発現する脳領域に微量投与用カニューレを留置する手法を開発した。

研究成果の概要（英文）：The present study aimed to elucidate the neural mechanisms controlling 
estrus behavior in ruminants using genetically modified goats that can conditionally knock out 
estrogen receptor (ER) expression, which plays a primary role in inducing estrus behavior. First, we
 constructed a model that induced estrus behavior by hormone treatment and found that the increase 
in the behavioral activity associated with estrus was a quantitative parameter to evaluate the 
estrus behavior in goats. Second, we identified the nucleotide sequence and deduced amino acid 
sequence of the goat ER gene mRNA, and optimized the goat genetic engineering technology to 
implement genome editing technology by “gene editing by electroporation of Cas9 protein (GEEP)” 
method in 1-cell stage embryo. Third, we developed a method to implant a microinjection cannula 
stereotaxically in the brain region where goat ER is highly expressed.

研究分野： 家畜繁殖学

キーワード： 応用動物　行動学　獣医学　畜産学　神経科学　ヤギ　エストロジェン　発情行動

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において確立した、発情に伴う行動量増加を指標とした発情行動の定量的評価系は、発情行動発現のタイ
ミングを正確に測ることが可能となる点で、反芻動物の発情行動を制御する神経機構の解明に大きく寄与する実
験モデル系となる。また、本研究により確立したヤギの遺伝子工学基盤（過排卵処置、卵管内受精卵（1細胞期
胚）採取法、GEEP法によるゲノム編集胚の作出など）は、ヤギをモデルとしたゲノム編集技術の確立に寄与し、
遺伝子改変技術の対象動物としてのヤギの有用性を飛躍的に高めることができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) わが国の畜産現場において、ウシの受胎率が低下を続けている。受胎率の低下は牛群の平
均分娩間隔の延長をもたらし、ひいては畜産物生産性を低下させる。ウシの受胎率低下は日本の
みならず世界的な傾向であり、畜産物の生産性向上のためには、受胎率の向上と分娩間隔の短縮
が喫緊の課題となっている。受胎率低下の要因として、排卵にいたる過程の不調、排卵される卵
子の質の不良、受精後の胚着床の問題など、ウシの繁殖生理学的機能の低下が考えられる。乳牛
では、遺伝的改良に伴う乳量の飛躍的増加がウシ個体に低栄養状態を惹起し、その結果として繁
殖機能の低下を招いたことが原因と考えられている（引用文献①）。一方で、ウシの繁殖管理で
は、発情発見を適切に行い、授精適期に人工授精を実施することがもっとも重要である。近年、
微弱発情や無発情などの発情行動の異常を呈するウシが増加して発情発見を困難にし、その結
果として授精適期を逃して受胎率の低下を招いている。よって、微弱発情や無発情などの発情行
動異常を克服することが課題となっている。本研究では、発情行動の明確化につながる技術開発
への応用を視野に入れ、ウシの好適なモデル動物であるヤギを用いて、ウシの受胎率向上に直接
的に寄与すると考えられる、発情行動を制御する中枢の同定とその分子メカニズムを解明する
ことを最終的な目的とした。 
 
 (2) これまでに研究代表者らのグループは、
ウシの受胎率の向上をめざす基盤的研究とし
て、卵胞発育を制御する中枢神経機構である
性腺刺激ホルモン放出ホルモンパルス発生機
構のメカニズムの解明（引用文献②）や、排卵
を制御する神経機構の解明（引用文献③）を通
じ、雌個体における卵胞発育の効果的刺激や、
十分に発育した卵胞の確実な排卵を制御する
ことに主眼をおいて研究を進めてきた。これ
は、低受胎の要因が、最終的には個体の内分泌
生理メカニズムの変調にあると想定していた
ためである。それらの研究を進める過程にお
いて、本来、繁殖に関わる生理現象と調和して
発現すべき発情行動の変調により発情および
授精適期の見逃しが頻発し、その結果として人工授精の失敗に直接的につながることに着目し
た（図 1）。また、反芻家畜の発情行動を制御する中枢メカニズムに関する詳細な知見が乏しい
ことに着目し、本研究課題を着想するに至った。 
 
(3) 哺乳動物の発情行動は第一義的には十分に発育した卵胞由来のエストロジェンが脳に作用
することにより誘起される（引用文献④）。げっ歯類モデルでは、エストロジェンの作用部位と
してエストロジェン受容体（ER）が存在する視床下部腹内側核、視索前野、視床下部弓状核な
どが示され、それらの神経核の機能が詳細に調べられている（引用文献⑤および⑥）。ウシを含
む反芻動物でも視床下部腹内側核に ER が局在し、エストロジェンの作用部位として考えられ
ているが（引用文献⑦）、詳細な分子メカニズムの解明には至っていない。反芻動物の発情行動
制御中枢の局在とそのメカニズムを詳細に同定するには、発情行動の様式が異なるげっ歯類モ
デルでの知見に加え、反芻動物を用いた基盤的知見の蓄積が必要と考えられた。 
 
２．研究の目的 
(1) 上記の背景およびこれまでの研究成果に基づき、本研究では反芻動物の好適なモデル動物
であるシバヤギをモデルに用い、発情行動に第一義的役割を果たすエストロジェンの受容体発
現をコンディショナルにノックアウトできる遺伝子改変ヤギをゲノム編集技術とアデノ随伴ウ
イルス（AAV）ベクターを活用して作出することをめざした。この動物をモデルとして用いて、
特に、行動量の増加を発情の指標として定量化した発情行動の変化を調べ、反芻家畜の発情行動
を制御する神経機構の局在を同定し、その分子メカニズムを解明することを目的とした。本研究
によりウシの受胎率向上に資する知見を集積し、反芻家畜の発情行動を明確化する新しい技術
の開発や、微弱発情などの繁殖障害の治療を目的とした臨床応用への展開のための基盤とする
ことを最終的な目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 発情行動誘起モデルの構築と発情行動の定量化： 
 発情行動を任意のタイミングで誘起するため、卵巣除去シバヤギを用いて、プロジェステロン
およびエストロジェンの投与により発情行動を誘起するモデルを作出した。ヤギ（引用文献⑧）
およびヒツジ（引用文献⑨）の先行研究を参考にして、ヤギにおける発情行動誘起のホルモン投

 
図 1．ウシの繁殖には生理現象と行動現象の調和の
取れた発現が必須。 



与プログラムを最適化した。次に、発情行動誘起モデルを用い、発情行動特異的なパラメーター
（行動量、鳴き、尾振り行動、交尾行動など）を測定し、定量化したパラメーターと発情行動発
現のタイミングとの比較を実施した。さらに、発情行動発現の背景となる神経内分泌学的指標
（血中黄体形成ホルモン濃度、黄体形成ホルモンのパルス状分泌と同期する視床下部神経活動
など）の経時変化を調べた。 
 
(2) ゲノム編集技術を活用した遺伝子改変ヤギの作出： 
 ゲノム編集技術（CRISPR/Cas9システムまたはTALEN法）を用いて、ヤギER遺伝子（ESR1）
遺伝子座に loxP 配列を導入した遺伝子改変ヤギ（ESR1-floxed ヤギ）の作出を最終的な目的と
して、まず、常法によりヤギ ESR1 mRNA の塩基配列および推定アミノ酸配列の同定を行った。
本研究項目を実施する中で、ヤギ ESR1 遺伝子座のゲノム構造情報の取得に時間を要し、また、
CRISPR/Cas9システムまたはTALEN法による遺伝子組換えをヤギ細胞系に適用することが困
難であることが判明したため、より高効率に遺伝子改変個体を作出できる技術として受精卵
エレクトロポレーション（GEEP）法（引用文献⑩）に着目して、ヤギの遺伝子工学基盤（過
排卵処置、卵管内受精卵（1 細胞期胚）採取法など）の確立を行った。 
 
(3) AAV ベクターを用いたコンディショナルノックアウト技術の確立： 
 ESR1-floxed ヤギの作出と並行し、Cre/loxP システムによりコンディショナルに ESR1 をノ
ックアウトするための AAV ベクター（AAV-Cre）をヤギ脳内局所に投与する手法の開発と、ヤ
ギ脳組織への感染に最適な AAV 血清型の探索を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 発情行動誘起モデルの構築と発情行動の定量化： 
 発情行動を任意のタイミングで誘起するた
め、卵巣除去シバヤギにプロジェステロンお
よびエストロジェンを処置して発情行動を誘
起するモデルを構築し、発情行動特異的な指
標（行動量、鳴き、交尾行動など）の定量と、
血中性腺刺激ホルモン濃度の測定を行った。
その結果、行動量（歩数）の増加が黄体形成ホ
ルモンサージに先行して起こり、この時間的
相関関係はオスに対する受容行動を示さない
無発情メス個体においても顕著であった（図
2）このことから、発情に伴う行動量の増加は
ヤギの発情行動を評価する定量的指標となる
ことが明らかとなった。本研究において確立
した発情に伴う行動量増加を指標とした発情
行動の定量的評価系は、発情行動発現のタイ
ミングを正確に測ることが可能となる点で、
反芻動物の発情行動を制御する神経機構の解明に大きく寄与する実験モデル系となる。 
 
(2) ゲノム編集技術を活用した遺伝子改変ヤギの作出： 
①ゲノム編集技術を用いて、ヤギ ESR1 遺伝子座に loxP 配列を導入した遺伝子改変ヤギ（ESR1-
floxed ヤギ）を作出することを最終的な目的として、RACE 法によりヤギ ESR1 mRNA の塩基
配列および推定アミノ酸配列の同定を行った。その結果、ヤギ ESR1 mRNA には少なくとも 2
つのバリアント（3,836 および 4,353 塩基）が存在することが明らかとなった。ヤギ ESR1 プロ
モーター領域および ESR1 発現の転写調節因子の探索には至らなかったが、今後これらの情報
を活用してヤギ ESR1 のゲノム構造の同定を引き続き行い、ESR1-floxed ヤギの作出を試みる。 
②ヤギにおいて新たなゲノム編集技術の導入を試みた。より高効率に遺伝子改変個体を作
出できる GEEP 法に着目し、マウスやブタにおけるゲノム編集が報告されている同法を本研
究の目的である遺伝子改変ヤギ作出に導入することを試みた。GEEP 法では 1 細胞期胚に
ゲノム編集を行うため、ヤギ 1 細胞期胚を確実に採取する必要がある。そこで、ヤギの過排
卵処置や、オスとの交配および卵管内受精卵を効率的に回収するタイミングの検討を行い、
ヤギの遺伝子工学技術の最適化を行った。その結果、1 細胞期胚を多数採取できるプロトコ
ールを確立し、採取した 1 細胞期胚に GEEP 法を適用することにより、ある特定遺伝子の
ゲノム編集胚の作出ができた。今後、今回作出したゲノム編集胚を受胚ヤギに移植し、ゲノ
ム編集個体が得られることを検証する。最終的にヤギにおける GEEP 法が確立できれば、
高効率な遺伝子改変ヤギの作出に寄与する技術となるため、今後も引き続きその確立を継
続する。 
 
 
 (3) AAV ベクターを用いたコンディショナルノックアウト技術の確立： 

 
図 2．卵巣除去シバヤギにおけるエストロジェン投
与による発情誘起後の血漿中黄体形成ホルモン（1
段目）、エストラジオール/プロジェステロン（2段
目）濃度の推移と、行動量（歩数：3段目）および
発情行動発現（4段目）の推移。 



 AAV ベクターを用いた遺伝子改変技術に適用するため、ヤギ脳内局所に AAV-Cre を投与
するための手法の開発を行った。ヤギ用脳定位固定装置と脳室の X 線造影画像を用いて、
ER が発現する領域に微量投与用カニューレを留置する手法を開発した。ER が発現する領
域のひとつである内側視索前野の座標を同定して、自作の両側微量投与用カニューレ（図 3）
を内側視索前野に留置し、エストロジェンを内側視索前野に直接微量投与したところ、黄体
形成ホルモンのサージ状分泌を誘起することができた（図 4）。このことから、脳内微量投与
用カニューレの留置が正確に行われていることが確認できた。本研究において確立した微
量投与用カニューレの留置技術は、AAV ベクターを用いたコンディショナルノックアウト
技術の確立には必須の手技であり、ESR1-floxed ヤギの作出に大きく寄与する技術となる。ま
た、ヤギ神経細胞への遺伝子導入に最適な AAV 血清型の同定を試みたが、最適な血清型の
確定には至らなかった。今後これらの同定を引き続き行う。 
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図 4．エストロジェン微量投与後の黄
体形成ホルモン分泌曲線下面積。内側
視索前野にエストロジェンを投与でき
た群（Group 1）では黄体形成ホルモン
分泌が誘起された。 

 
図 3．自作の脳内微量投与用カニューレの模式図。 
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