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研究成果の概要（和文）：視床下部から分泌される性腺刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）のパルス状分泌およびサー
ジ状分泌は、下垂体からの 性腺刺激ホルモンのパルス状分泌およびサージ状分泌を刺激し、それぞれほ乳類の卵胞発
育および排卵を制御する。本研究では、ラットおよびマウスを用いて、GnRHサージおよびパルス状分泌の中枢とされる
視床下部弓状核（ARC）および前腹側室周囲核（AVPV）に局在するキスペプチンニューロンにおけるキスペプチン遺伝
子発現に対するエストロジェンの効果のエピジェネティックなメカニズムを明らかにした。これらの成果は、将来的に
は家畜の繁殖率の向上や、生殖医療への応用が可能な基礎的知見である。

研究成果の概要（英文）：The present study aimed to investigate the brain mechanism mediating estrogen feed
back to regulate two modes (pulse and surge) of gonadotropin-releasing hormone  (GnRH)/gonadotropin releas
e. Kisspeptin neurons located in the anteroventral periventricular nucleus (AVPV) and hypothalamic arcuate
 nucleus (ARC) are considered to control follicular development and ovulation via GnRH pulse and surge, re
spectively. In vivo and in vitro study using rats and mice revealed that epigenetic mechanism is involved 
in the both negative and positive feedback effects of estrogen to control expression of kisspeptin located
 in the AVPV and ARC.  Since kisspeptin neurons are considered to govern reproductive function in mammals,
 the present results are expected to be applied to increase animal production efficiency in the future. 
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１． 研究当初の背景 
 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。卵胞から分泌されるエストロゲン
は、低濃度の時に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、未だ解明に至っ
てない。 
 Kiss1 遺伝子によりコードされるキスペプ
チンは、GnRH放出を直接刺激することにより、
魚類から哺乳類まで種を超えて生殖機能を制
御する因子として、当該分野で現在もっとも
注目されるペプチドであ。申請者らは、キス
ペプチンがエストロゲンの正のフィードバッ
クによる GnRH/LH サージ誘起を仲介すること
を明らかとし、またキスペプチンニューロン
がラットの前腹側室周囲核（AVPV）および室
傍核(ARC)に局在することを明らかにした。さ
らに、両神経核の同ニューロンにエストロゲ
ン受容体（ER）a が共存し、エストロゲンが
AVPV でのキスペプチン発現には促進的に、一
方 ARC での発現には抑制的に制御することを
明らかにし、本研究の基礎を築いた。 
 
２． 研究の目的 
 哺乳類のメスの卵胞発育と排卵を制御する
性ステロイド（エストロゲン）のフィードバ
ック機構に着目し、卵胞発育を支配する負の
フィードバック、および排卵を支配する正の
フィードバックによる性腺刺激ホルモン分泌
の制御機構の解明を目的とする。具体的には、
性腺刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）分泌
を支配する神経ペプチドであるキスペプチン
の遺伝子発現に対する、エストロゲンの促進
（正）および抑制（負）作用を、組織特的な
転写因子および enhancer/suppressor の同定
により明らかにする。本研究によって得られ
る成果は、長年謎であった正と負フィードバ
ック機構の解明に新たな知見を加える学術的
な意義を持つと同時に、家畜の排卵・卵胞発
育異常などの繁殖障害の治療の開発につなが
る応用に向けた基礎的知見の提供することと
なる。 
 
 

３． 研究の方法 
（１）エストロゲン Kiss1 遺伝子の組織特的
エンハンサー領域の同定 
 本研究では、AVPV および ARC のキスペプチ
ンニューロンにおいて、エストロゲンが組織
特異的に Kiss1 遺伝子発現を制御（AVPV では
促進；ARC では抑制）するメカニズムを解明
するため、Kiss1 遺伝子の組織特的なエンハ
ンサー領域の検索を行い、これを in vivo レ
ポーターアッセイ系により証明した。 
 具体的には、各種の Kiss1 遺伝子の 3’あ
るいは 5’領域を削除した配列にレポーター
遺伝子として緑色蛍光タンパク（GFP）を結合
させていくつかの DNA コンストラクトをマウ
ス受精卵に導入し、AVPV および ARC のキスペ
プチンニューロンに発現する GPF の有無によ
り、組織特的エンハンサー候補領域を確かめ
た。 
 
（２）エストロゲンにより制御される Kiss1
遺伝子の組織特的発現を制御するエピジェネ
ティックメカニズムの解明 
エストロゲンにより制御される Kiss1 遺伝子
の組織特的発現を制御するメカニズムとして、
Kiss1 遺伝子プロモータ周辺領域の DNA メチ
ル化やヒストンアセチル化など、エピジェネ
ティック修飾の可能性を検討するための実験
を行った。マウス視床下部ニューロン由来の
不死化細胞株を用いた予備実験から、キスペ
プチン遺伝子の発現に対する DNA メチル化阻
害 剤 で あ る 5-aza-2’-deoxycytidine 
（5-aza-dC）およびヒストン脱アセチル化酵
素阻害剤である trichostatin A (TSA)の効果
を確認した。また、Kiss1 遺伝子プロモータ
領域のヒストンのアセチル化が、組織特的な
Kiss1 発現に関与することを確認するため、
AVPV および ARC 組織片を用い、アセチル化ヒ
ストンに対する抗体を用いた ChIP アッセイ
を実施し、ヒストンアセチル化に対するエス
トロゲンの効果を確かめた。 
 
（３）キスペプチンニューロンによる生殖
制御に関する生理作用の解明 
  家畜であるブタやヤギ、ウシを用いた共
同研究により、キスペプチンがこれらの動物



の卵胞発育や排卵を制御することかを確かめ
るための実験を行った。これらの動物におけ
る Kiss1遺伝子のクローニングやエストロゲ
ンによる Kiss1遺伝子発現効果を確かめた。
また、泌乳中の動物における生殖機能抑制の
メカニズムについて、ラットを用いて吸乳刺
激による脳内キスペプチン発現への効果を確
かめた。特に泌乳中のキスペプチン発現制御
へのエストロゲンの役割を確かめた。さらに、
ARC のキスペプチンニューロンに共発現す
るニューロキニン Bやダイノルフィンの性腺
刺激ホルモン分泌に対する役割を確かめるた
めの実験を、各種アンタゴニスト等を用い、
ラットやイヌ等を用いて実施した。 
 
４． 研究成果 
（１） Kiss1 遺伝子の組織特的エンハン
サー領域の同定 
 Kiss1遺伝子の3’および5’領域を欠如し
た配列にレポーター遺伝子として GFP を結合
させていくつかの DNA コンストラクトをマウ
ス受精卵に導入し、AVPV および ARC のキスペ
プチンニューロンに発現する GPF の有無によ
り、組織特的エンハンサー候補領域を確かめ
た結果、Kiss1 遺伝子 3’側を欠損したコンス
トラクトを導入したマウスでは AVPV キスペ
プチンニューロンに GFP 蛋白が発現しないこ
とが明らかとなった。これらの結果より、
Kiss1 遺伝子 3’側に AVPV における Kiss1 遺
伝子発現を促進するためのエンハンサー領域
が存在することが明らかとなった。一方、
Kiss1 遺伝子 5’側領域を欠如した場合には、
ARC におけるキスペプチンニューロンに GFP
蛋白が発現しないことから、Kiss1 遺伝子 5’
側に ARC における Kiss1 遺伝子発現を促進す
るためのエンハンサー領域が存在することが
明らかとなった。 
 
（２） エストロゲンにより制御される
Kiss1 遺伝子の組織特的発現を制御するエピ
ジェネティックメカニズムの解明 
  マウスを用い、Kiss1 遺伝子プロモータ
領域のヒストン蛋白のアセチル化が AVPV に
おいては、エストロゲンにより促進され、一
方 ARC においては抑制されることを明らかに
した。また、内因性エストロゲンが高濃度の
発情前期のマウスではAVPVのKiss1遺伝子プ
ロモータ領域のヒストン蛋白のアセチル化が
高く、ARC では逆に低いことが明らかにする
とともに、内因性のエストロゲン濃度が低い
発情休止期には、AVPV の Kiss1 遺伝子プロモ
ータ領域のヒストン蛋白のアセチル化が低く、
ARC では逆に高いことが明らかになった。こ
の結果から、エストロゲンは、Kiss1 遺伝子
プロモータ領域のヒストン蛋白のアセチル化
の制御することにより、正および負のフィー

ドバック効果を発現することが示唆された。
さらに、in vitro マウス神経由来細胞系への
ヒストン脱アセチル化阻害剤 TSA が Kiss1 遺
伝子発現を促進すること、一方で DNA メチル
化阻害剤である 5-aza-dC は、何ら Kiss1 発現
に効果を示さないことを明らかにした。これ
らの結果から、エストロゲンによる AVPV キス
ペプチン発現促進作用が、kiss1 遺伝子プロ
モータ領域のヒストンのアセチル化により誘
起されること、および ARC ではエストロゲン
が逆に kiss1 遺伝子プロモータ領域のヒスト
ンのアセチル化を抑制することを明らかとし
た。これらの事から、エストロゲンの正負の
フィードバックは、キスペプチン遺伝子発現
をエピジェネティックに制御し、特に AVPV に
局在するキスペプチンニューロンは、GnRH/LH
サージの制御を介して、動物の排卵を制御す
ることが示した。これらのことから、（１）の
成果と合わせて本研究成果が、動物の排卵を
制御の応用に繋がることを示した。 
 
（３） キスペプチンニューロンによる生
殖制御に関する生理作用の解明  
 家畜であるヤギ、ウシにおいても、キスペ
プチンが生殖機能を促進することを確かめた。
また、ブタにおいて、脳内のキスペプチン遺
伝子発現が性成熟前から見られることから、
ブタの性成熟は、キスペプチンの発現よりも
キスペプチンの放出を制御するメカニズムの
成熟が性成熟を制御すると考えられた。また、
交尾排卵動物であるスンクスの Kiss1遺伝子
をクローニングし、脳内発現を確かめた結果、
スンクスでは視索前野の局在するキスペプチ
ンニューロンにおける Kiss1発現がエストロ
ゲンにより促進される事、また交尾刺激がキ
スペプチンニューロンの神経活動を刺激する
ことが明らかとなった。また、泌乳中の動物
における生殖機能抑制のメカニズムについて、
ラットを用いて吸乳刺激による脳内キスペプ
チン発現への効果を確かめたところ、吸乳刺
激が ARC における Kiss1 遺伝子発現を抑制
することにより性腺刺激ホルモン分泌が抑制
されることを明らかにすると共に、泌乳期後
期にはエストロゲン依存性に Kiss1遺伝子発
現抑制がみられ、この時期のエストロゲン依
存性の性腺刺激ホルモン抑制が起こることを
明らかにした。さらに、ARCのキスペプチン
ニューロンに共発現するニューロキニン Bの
アンタゴニスト投与がラットおよびイヌにお
いて、性腺刺激ホルモンや性腺ホルモンの分
泌を抑制する事から、ニューロキニン Bがキ
スペプチンの分泌を促進する作用を介して、
性腺刺激ホルモン分泌を促進的に制御するこ
とを示唆した。また、ダイノルフィンのアン
タゴニスト投与がラットにおいて性腺刺激ホ
ルモン分泌を優位に促進することを示すとと



もに、このアンタゴニストの効果が負のフィ
ードバックレベルのエストロゲンを処置した
ラットにのみ見られたことから、ダイノルフ
ィンがキスペプチン分泌をエストロゲン依存
性に抑制することを明らかにし、ダイノルフ
ィンが負のフィードバックを担うことを明ら
かにした。 
 以上の結果から、（１）（２）の成果と合わ
せて本研究は、動物の卵胞発育および排卵に
関わるエストロゲンの正負のフィードバック
を担う機構を明らかにし、さらに本研究成果
が家畜の繁殖制御の応用に繋がることを示し
た。 
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