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研究成果の概要（和文）：生殖を制御するという報告があるキスペプチン神経系が持つその他の機能を包括的に理解す
るため、受容体を発現する細胞をGFPで可視化し、RNAseqによって同定するという新しいアプローチを用い、キスペプ
チンによって制御される神経系を同定した。また、この方法によって同定したニューロンに対して電気生理学的な手法
によってキスペプチンの作用を解析した。キスペプチンによって、摂食や恒常性維持に関連するペプチド神経系、行動
への関与が示唆されるペプチドニューロンに対し、持続的な脱分極を引き起こすことが示唆された。また関与が示唆さ
れたいくつかの神経ペプチドについて、TALEN法によるノックアウト個体の作出を行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, to unveil the novel neuronal circuits that are regulated by kisspep
tin neurons in vertebrates, I visualized kisspeptin receptor-expressing neurons with GFP, and performed RN
Aseq of GFP positive neurons in medaka. It was shown that the peptidergic neurons that are suggested to be
 involved in feeding behavior and homeostasis are expressing kisspeptin receptor. These suggestion were fi
nally confirmed by double labeling of GFP and mRNA of a certain neurotransmitter by in situ hybridization.
 Following electrophysiological examination showed that kisspepitn synthetic peptide depolarize these kiss
peptin receptor expressing neurons. As peptidergic neurons such as isotocin and vasotocin neurons were sho
wn to express kisspeptin receptor, knockout medaka lines of these transmitters by using TALEN technology. 
Further examination of these neural circuits will be examined by more detailed electrophysiology utilizing
 the generated knockout and transgenic medaka lines.
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１．研究開始当初の背景 
近年の哺乳類を用いた研究から、新規ペプチ
ド、キスペプチン(遺伝子は kiss1)を伝達物質
として分泌するキスペプチンニューロンが
生殖腺から性ステロイドを受け取り、それに
応じて GnRH ニューロンの活動を調節する
非常に重要な、かつ生殖に必須なニューロン
であることが示唆された。ヒト、マウスにお
いてキスペプチン受容体の欠損で性成熟が
起こらなくなることも明らかとなり、生殖機
能に必須なキスペプチンニューロンは現在
神経内分泌学分野で大きな注目を浴びてい
る。 
しかし、申請者らが行った投与実験などで

は、キスペプチンは真骨魚類において必ずし
も生殖腺制御を直接的に制御しているわけ
ではない可能性が強いことがわかってきた。
したがって、脊椎動物元来の機能は生殖機能
の制御ではないことが示唆される。そこで、
脊椎動物の本来の機能を明らかにするため
に、まずは四足動物、真骨魚類の共通するキ
スペプチンの機能を明らかにする必要があ
ると考えた。 
 イソトシン・バソトシンニューロンがキス
ペプチン受容体を発現しているという実験
結果があり、かつ、キスペプチン受容体であ
る gpr54-1 を発現する細胞に GFP を発現す
るトランスジェニックメダカを作成済みで
あったので、イソトシン・バソトシンニュー
ロンに対するキスペプチンの作用、および、
未知のニューロンに対するキスペプチンの
作用を研究することにより、キスペプチンの
機能を包括的に理解する研究を開始した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、上記に記載した背景から、
真骨魚類におけるキスペプチン神経系の機
能を明らかにすることである。キスペプチン
の受容体を発現する細胞を形態学的、および
遺伝学的な手法を駆使し、同定することによ
り、その神経回路、制御の作用機序を明らか
にする。受容体を発現する細胞を可視化した
トランスジェニックメダカからその神経回
路を解析するという新しいアプローチを実
用化する。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
上記目的を達成するために、今回私がとった
方法は大きく二つに分けられる。１つ目は既
に明らかにしているキスペプチンのイソト
シン・バソトシンニューロンへの経路を形態
学的、生理学的に詳細に解析すること、それ
らの機能の相関を検証し、その制御の寄与を
検討することである。二つ目は、未知の制御
経路を発見するために、キスペプチン受容体
を発現する細胞を可視化したトランスジェ

ニックメダカを用い、遺伝子発現解析(ニュー
ロンの同定)、および生理学的解析を行う方法
である。 
生理学的解析には、パッチクランプ法を用い
た。現段階では、簡易的に発火頻度を解析で
きるルースセル法を用い、キスペプチンなど
の検証したいリガンドは、合成ペプチドを用
い、灌流投与した。分子生物学的な方法での
キスペプチン受容体発現細胞の同定には、細
胞回収後の次世代シーケンサーを用いた
RNAseq 法を用いた。ただし、この方法では、
周りの細胞の発現している RNA や、コンタミ
ネーションが起こる虞があるので、この方法
で推測された神経伝達物質を候補として、
EGFP と in situ hybridization で検出する
mRNA との二重標識を用いることにより、最終
的な判断を行った。 
 
４．研究成果 
本研究では、イソトシン・バソトシンニュー
ロンにキスペプチン受容体が発現している
ことを二重 in situ hybridization 法によっ
て明確に示した。また、バソトシンニューロ
ンを蛍光タンパク質で標識したトランスジ
ェニックメダカを作成し、電気記録を開始し
た。その結果、キスペプチンの合成ペプチド
を灌流投与した際に、発火頻度を上昇させる
バソトシンニューロンが一定の割合存在す
ることがわかった。実際に、キスペプチン受
容体を mRNA レベルで検出できた細胞は成熟
したメスで４割程度ということも明らかに
なったので、キスペプチンの入力があるもの
と、ないバソトシンニューロンが混在してい
ることが示唆される。現段階では、効くニュ
ーロンと効かないニューロンの区別が困難
なため、今後なんらかの他の方法を用いて、
キスペプチンの作用するバソトシン神経系
の特徴を調べていく。また、イソトシンバソ
トシンについて、近年発展したゲノム編集技
術、TALEN 法を用いてノックアウトメダカを
作成した。今後行う行動実験や、生理学実験
の非常に有用な材料になることが期待され
る。 
一方、キスペプチンの受容体を可視化した

トランスジェニックメダカを用いた、キスペ
プチン神経系に支配される神経回路の同定
に関しては、細胞回収後、次世代シーケンス
を用いた解析から、複数の候補が見つかった。
いくつかの摂食やホメオスタシス、行動に関
与すると考えられているペプチド神経系が
キスペプチン神経系の支配をうけているこ
とが示唆された。これらは、GFP と in situ 
hybridization との二重標識によって、確か
にco-localizeすることはすでに確認済みで
ある。 
また、電気生理学的な手法による解析も開

始している。Gpr54-1 を発現する細胞へのパ
ッチクランプ記録中に、キスペプチンのリガ
ンドを投与することにより、持続的な脱分極
が引き起こされることがわかってきた。今後、



この例数を増やし、また作用機序も解析して
いく。 
これらの実験から明らかになったこと、お

よび、この結果を元に明らかにしていく作業
仮説を、図に示した(図１)。 
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