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研究成果の概要（和文）：　生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン(GnRH)ニューロンの制御機構におけるGABA興奮性入力の
役割を明らかにするために、独自に作成したGnRHニューロンへのGABA作用を興奮性から抑制性に操作できる遺伝子改変
マウスを用いて調べた。このマウスでは性周期が乱れ発情期が続き、妊娠が認められず、卵巣には多数の小さな卵胞が
みられたことから、生殖機能にはGABA興奮性入力が重要な役割を持つことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) neurons form the final common pathway for th
e central regulation of reproduction. Previously, we reported that GABA, the main inhibitory neurotransmit
ter in the adult brain, exerts an excitatory action in adult GnRH neurons. To examine the functional role 
of the excitatory action of GABA in GnRH neurons in vivo, we generated transgenic mice with conditional ov
erexpression of KCC2 or knockout of NKCC1 restricted in GnRH neurons in a reversible fashion using tetracy
cline controlled gene expression system. Female mice, which expressed KCC2 in GnRH neurons, showed no preg
nancy and abnormal estrous cyclicity and abnormal ovary containing many small follicles. These results sug
gest that the excitatory action of GABA on GnRH neurons has an important role in the female reproduction. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 視床下部に存在する生殖腺刺激ホルモン
放出ホルモン(GnRH)ニューロンは下垂体か
らの黄体形成ホルモン(LH)分泌を引き起こ
し、排卵を制御している。成熟雌マウスで
は 4日に一度排卵が起こるが、これは卵の
成熟に伴い卵巣から分泌されるエストロジ
ェンの作用により、GnRH ニューロンから
GnRH が大量分泌され、その結果、下垂体か
ら LH が大量分泌されるためである(図 1)。
通常の LH はパルス状に分泌されており、卵
胞成熟に関与している。GnRH ニューロンは
細胞数が少なく、視床下部に散在している
にもかかわらず、周期的な GnRH の大量分泌
やパルス状分泌を引き起こすメカニズムは
明らかにされていない。そのメカニズムと
して、多数の GnRH ニューロンが同期活動し
ている可能性が考えられる。 
 これまでに GnRH ニューロンに蛍光蛋白
EGFP を特異的に発現させたトランスジェニ
ックラットを作出し、EGFP 蛍光を指標に同定
した GnRH では GABA により細胞内 Ca2+上昇が
みられ、GABA が GnRH ニューロンでは成熟動
物においても興奮性に作用していることを
報告している。成熟動物の脳内において主要
な抑制性伝達物質である GABA が興奮性に作
用していることは、GnRH ニューロンに非常に
特有な性質であり、GABAの興奮性作用のGnRH
ニューロンの活動性制御への関与が強く示
唆される。 
 未熟な神経細胞では Cl-を細胞内にくみ入
れる Na+-K+-2Cl-共役担体(NKCC1)の発現が高
く、Cl-を細胞外にくみ出す K+-Cl- 共役担体
(KCC2)の発現が低いため、細胞内 Cl-濃度が
高く、GABA は興奮性に作用する。発達に伴い、
NKCC1 の発現が減少し、KCC2 の発現が増加す
るため、細胞内 Cl-濃度が低くなり、GABA の
作用は興奮性から抑制性に変化する(図 2)。
GnRH ニューロンでは GABA が興奮性に作用し
ていることから、成熟動物においても NKCC1
の発現が高く、KCC2 の発現が低くおさえられ
ていると考えられる。未熟な神経細胞や障害
された神経細胞では GABA は興奮性に作用す
るが、GABA に興奮性を示す細胞の特徴として、
自発発火や Ca2+オシレーションを示し、GABA
に興奮性を示す細胞間で活動の同期がみら
れることが知られている。よって、成熟期に
おいても GABA に興奮性を示すという特徴を
もつ GnRH ニューロンでも、GABA の興奮性作
用により多数の GnRH ニューロン間で同期活
動を行うことにより、GnRH のパルス状分泌や
周期的な大量分泌をおこし、排卵を引き起こ
している可能性が考えられる。 

 
 

 
 
２．研究の目的 
 本研究では、成熟動物においても GABA が
興奮性に作用するという GnRH ニューロンに
特有な性質に注目し、GnRH ニューロンで特定
の時期に GABA 作用を興奮性から抑制性に操
作することができる遺伝子改変マウスを用
いて、性周期および卵成熟における GABA 興
奮性作用の役割を明らかにすることを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
 テトラサイクリン遺伝子発現誘導系をマウ
ス個体に応用し、GnRHニューロンでKCC2遺伝
子発現誘導およびNKCC1発現抑制を特定の時
期に行うことができる遺伝子改変マウスを使
用した(図3)。独自に作成したGnRH遺伝子プロ
モーターの下流にtTA(テトラサイクリン制御
性トランス活性化因子)およびtTS(テトラサ
イクリン制御性トランスサイレンサー)を挿
入したBACトランスジェニックマウスを使用
した(GnRH-tTAマウス、GnRH-tTSマウス)。
GnRH-tTAマウスとKCC2の翻訳開始部位直前に
tetO配列をノックインしたマウス（KCC2-tetO
マウス）を交配させ得られるバイジェニック
マウス(GnRH-tTA::KCC-tetOマウス)では、ド
キシサイクリン（DOX、テトラサイクリンの誘
導体）依存性に、GnRHニューロンでKCC2を発
現誘導させることができる。すなわち、DOX
投与中止でtTAはtetO配列に結合し下流の



KCC2遺伝子発現を誘導し、DOX投与によりtTA
はtetO配列に結合できずKCC2 発現を誘導し
ない(Tet-offシステム)。GnRH-tTSマウスと
NKCC1の翻訳開始部位直前にtetO配列をノッ
クインしたマウス(NKCC1-tetOマウス)を交配
させ得られるバイジェニックマウス
(GnRH-tTS::NKCC1-tetOマウス)の作成を行っ
た。このマウスではDOX投与中止でtTSはtetO
配列に結合し、下流のNKCC1遺伝子発現を抑制
することができる。 
 GnRH-tTA::KCC-tetOマウスでDOX投与中止
により、KCC2 mRNA および KCC2 蛋白を発現誘
導することが出来るか in situ 
hybridization、免疫染色法により確認した。
GnRH-tTA::KCC-tetO 雌マウスを用いて、排卵
周期における GABA の興奮性作用の役割を明
らかにするために、性成熟後 DOX 投与を中止
し、KCC2 を発現誘導することにより GABA 作
用を抑制性にし、性周期への影響について膣
スメアを採取し調べた。Wild 雄マウス 1匹と
GnRH-tTA::KCC-tetO雌マウス1匹を同じケー
ジに入れることにより交配テストを行い、妊
娠可能かどうか検討した。また、GABA 入力を
抑制性に変化させた際の卵巣の変化を形態
学的に解析した。 
 さらに、GABA の作用を抑制性に変化させた
時の GnRH ニューロンの細胞生理学的性質に
変化がみられるか検討を行った。GnRH ニュー
ロンが示す同期活動に変化について、GnRH ニ
ューロンの活動性の指標として Ca2+オシレー
ションを記録し調べた。GnRH ニューロンを同
定するために、GnRH-tTA::KCC2-tetO マウス
とtetO-ChR2(C128S)-EYFPノックインマウス
または tetO-ChR2(C128S)-EYFP BAC トランス
ジェニックマウスをかけあわせ、GnRH ニュー
ロンの可視化を行った。このマウスの視床下
部スライス標本を用いて、YFP 蛍光を指標に
GnRH ニューロンを同定し、Ca2+イメージング
法により Ca2+オシレーションを記録し、その
同期性に変化がみられるか調べた。 
 

 
 
４．研究成果 
 GnRH-tTA::KCC2-tetOマウスではDOX投与中
止により、KCC2mRNAおよびKCC2タンパクが発
現誘導されることを確認した(図4)。性成熟後
にDOX投与を中止し、GnRHニューロンへのGABA
入力を興奮性から抑制性に変化させ、膣スメ

アを採取し、性周期への影響を調べたところ、
発情期が長く続き、性周期が乱れることがわ
かった(図5)。DOXの再投与により、正常な性
周期が回復した。性周期が乱れている時の卵
巣を組織学的に観察したところ、卵巣にはた
くさんの小さな卵胞がみられた(図6)。野生型
の雄マウスと同居させ交配テストを行った結
果、妊娠率の低下がみられ、DOXの再投与によ
り、妊娠が認められた。GnRHニューロンへの
GABA入力を抑制性に変化させた際にみられる
変化の要因を明らかにするために、KCC2の過
剰発現により、GnRHニューロンが示すCa2+オシ
レーションやその同期など細胞生理学的性質
に変化がみられるか調べるために、
GnRH-tTA::KCC2-tetOマウスと
tetO-ChR2(C128S)-EYFPノックインマウスま
たはtetO-ChR2(C128S)-EYFP BACトランスジ
ェニックマウスをかけあわせ、
GnRH-tTA::KCC2-tetO:: 
tetO-ChR2(C128S)-EYFPノックインマウスお
よびGnRH-tTA::KCC2-tetO:: 
tetO-ChR2(C128S)-EYFP BACトランスジェニ
ックマウスを作成し、 GnRHニューロンの可視
化を行った。ノックイン、BACトランスジェニ
ックマウスともにDOX投与を中止しても、EYFP
蛍光の発現がほとんどみられなかったが、交
配中からDOX投与を中止することで、多くの
GnRHニューロンでEYFP蛍光の発現が認められ
た(図7)。このマウスの視床下部スライス標本
を用いてCa2+オシレーションを記録するため
に、Ca2+蛍光指示薬Rhod3のbath loadingまた
はbolus loadingを行ったが、GnRHニューロン
にloadすることができなかった。loadされた
他の細胞からはCa2+オシレーションを記録で
きた。loading条件を検討したが改善されなか
ったため、今後はパッチクランプ法により
GnRHニューロンの細胞生理学的性質の変化を
検討する。また、GnRH-tTA::KCC2-tetO:: 
tetO-ChR2(C128S)-EYFPマウスを作成するこ
とが出来たので、このマウスを用いて光によ
りGnRHニューロンの活動を操作できるか検討
を行う。 
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