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研究成果の概要（和文）：本研究では、エストロジェン受容体（ER）の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の作出に向けた基盤的知見を集積することを目的とし、RACE法によりヤギERをコードする
遺伝子（ESR1）のmRNA塩基配列および推定アミノ酸配列の同定を行った。また、去勢オスヤギの視索前野にエス
トロジェン結晶を微量留置したところ、黄体形成ホルモン（LH）サージ様の濃度上昇が誘起された。このことか
ら、エストロジェンは視索前野に作用してサージ様のLH分泌を誘起することが示唆されたとともに、視索前野へ
の微量投与法を確立することができた。

研究成果の概要（英文）：In the present study, as the first step in establishing conditional esgrogen
 receptor (ER) gene (ESR1) knockout goats, we first revealed the base sequence of goat ESR1 mRNA and
 deduced amino acid sequence of goat ER. This information can be used for further determination of 
the goat ESR1 genomic structure and establishment of conditional knockout model. Second, we 
demonstrated that estrogen microimplants into the medial prepotic area (MPOA) induced surge-like 
luteinizing hormone (LH) release in gonadectomized male goat. These results suggest that the MPOA 
would be the brain mechanism controlling LH surge and plays a role in positive feedback actions on 
LH secretion in goats.

研究分野：家畜繁殖学
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１．研究開始当初の背景 
 卵胞嚢腫に罹患したウシの卵巣では、異常
な大きさの卵胞が排卵することなく存在す
る。これは排卵を調節する脳機能の異常が原
因と考えられる。排卵は、第一義的には、エ
ストロジェンの正のフィードバック作用に
よる性腺刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）
および黄体形成ホルモン（LH）のサージ状分
泌が引き金となるため、GnRH/LH サージの欠
如が卵胞嚢腫の発生要因であると想定でき
る。これまでに研究代表者らは、視床下部に
存在する神経ペプチド、キスペプチンが
GnRH/LH 分泌制御に中心的な役割をもつこと
を示してきた（Peptides 30:49-56, 2009）。
そこで、われわれは「GnRH/LH サージ制御中
枢におけるキスペプチン神経系の機能不全
が卵胞嚢腫の原因」とする仮説を提唱するに
至った。卵胞嚢腫を発症した一部の動物では、
エストロジェンの正のフィードバック作用
を仲介するキスペプチンニューロン群の活
性が低下した状態、あるいは、先天的な機能
不全が発症のメカニズムとなることが想定
された。 
 そこでわれわれは、ヤギに高濃度エストロ
ジェンを投与したときに誘起される GnRH/LH
サージについて、キスペプチン神経系に着目
して解析したところ、視床下部前方に存在す
るキスペプチンニューロン群がエストロジ
ェンを受容してGnRH/LHサージを引き起こす
こ と が 明 ら か と な っ た （ Journal of 
Neuroendocrinology 27:57-65, 2015）。一方、
ヒツジにおけるこれまでの先行研究では、高
濃度エストロジェンを受容する領域は視床
下部後方に存在しており（Endocrinology 
139:1752-1760, 1998）、ヤギにおける知見と
一致しない。ウシの繁殖性低下の大きな要因
のひとつである卵胞嚢腫の予防や治療技術
を確立するためには、ウシの好適なモデルで
あるシバヤギを用い、サージ中枢の神経メカ
ニズムを完全に解明することが必要である
と考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、新規ゲノム編集技術とアデノ
随伴ウイルス（AAV）ベクターを活用する新
たなアプローチにより、エストロジェン受容
体（ER）の発現をコンディショナルにノック
アウトする遺伝子改変ヤギを作出し、反芻家
畜の排卵を制御する神経機構の局在を同定
することを当初の目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、ゲノム編集技術（TALEN 法また
は CRISPR/Cas9 システム）を用いて、ヤギ ER
遺伝子（ESR1）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た。本研究では、
以下の二つの実験を実施した。 
（1）ESR1-floxed ヤギを作出するためには、
ヤギ ESR1 プロモーター領域および ESR1 転写

調節因子を探索して、ヤギ ESR1 のゲノム構
造を明らかにする必要がある。本実験ではそ
の端緒として、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を同定
することを試みた。成熟雌シバヤギの視床下
部弓状核から抽出した total RNA をテンプレ
ートに用いて 3’-RACE 法と 5’-RACE 法を行
い、ヤギ ESR1 ｍRNA の両末端を含んだｃDNA
ライブラリを調製した。これを鋳型として、
TOPO TA Cloning Kit を用いて TA クローニン
グを行い、得られたプラスミドからシーケン
ス解析によりヤギ ESR1 mRNA 配列を決定した。 
（2）ヤギにおいて、エストロジェンを直接
受容してGnRH/LHサージを誘起する脳領域を
同定することを目的とし、ヤギ内側視索前野
（MPOA）へのエストラジオール（E2）の局所
投与が LH サージを誘起するか検証した。実
験には去勢雄シバヤギ 12 頭を用いた。去勢
雄シバヤギでは、高濃度エストロジェンに応
答してGnRH/LHサージを発生させる機構が卵
巣除去雌ヤギと同様に機能することが報告
されている。脳定位固定手術により、ヤギの
両側の MPOA を標的としたガイドカニューレ
の留置を行った。動物の回復後に、結晶 E2
を先端に充填した投与用ステンレスチュー
ブを、ガイドカニューレを通じて 48 時間留
置する局所投与を行った。E2 投与開始 4時間
前から 48 時間後まで 2 時間おきに経時的に
採血し、E2 投与が血漿中 LH 濃度におよぼす
影響を検討した。局所投与チューブ先端の留
置部位は、灌流固定した視床下部組織を採取
し、組織学的に検証した。MPOA 近傍に局所投
与チューブの先端があったヤギをグループ 1、
それ以外のヤギをグループ 2とした。 
 
４．研究成果 
（1）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。得られた
ESR1 mRNA 配列から推定されたヤギ ERのアミ
ノ酸配列は、ウシ、ヒト、マウスの ER と高
い相同性を示した（表１）。特に DNA 結合ド
メインおよびリガンド結合ドメインにおい
て 95％以上の相同性を示したことから、エス
トロジェンを受容するメカニズムは多くの
哺乳類で共通である可能性が考えられた。ま
た、ER のリガンドであるエストロジェン、お
よび ER が結合する DNA 配列が多くの動物種
で類似している可能性が示唆された。 
 
表１．ヤギ ER アミノ酸配列の他動物種との
相同性 

 



（2）局所投与を行った 12 頭のうち、4頭（①
～④）を MPOA 近傍に局所投与が行われたグ
ループ１に、それ以外の８頭（⑤～⑫）をグ
ループ２に分類した（図１）。グループ 1 に
おいて、MPOA 近傍への E2 局所投与によりサ
ージ様の LH 濃度上昇が誘起されたことから
（図２）、MPOA が GnRH/LH サージを誘起する
エストロジェンの作用部位であることが示
唆された。これまでの報告と考え合わせ、
MPOA 近傍に投与された E2 は、MPOA のキスペ
プチンニューロンによって受容され、キスペ
プチンによる GnRH 分泌刺激を介して血漿中
LH 濃度の上昇を誘起したと考えられた。一方、
誘起された LH濃度上昇のピーク値が E2の末
梢投与による LH サージのピーク値（Journal 
of Neuroendocrinology 27:57-65, 2015）に
比べ小さかったことから、MPOAに加えてMPOA
以外の神経核がエストロジェンを受容し、正
のフィードバック作用を仲介してGnRH/LHサ
ージの誘起に関わる可能性が考えられた。 

 
図１．E2 局所投与チューブ留置箇所を示した 
ニッスル染色像（A）および模式図（B）。 

 
図２．E2 局所投与による LH 濃度への影響 
（A）各個体における投与前後の LH 濃度の推
移.各投与期間を色付の領域で示した。（B）投
与開始 8～24時間後の LH 分泌曲線下面積。 
 

（3）研究期間全体を通じ、ESR1-floxed ヤギ
の作出には至らなかったが、その基盤的技術
としてヤギ脳内局所にAAV-Creを投与するた
めの手法の開発を行った。脳定位固定装置と
X線撮影による脳室造影画像を用いて、ER が
発現する内側視索前野、視床下部腹内側核、
視床下部弓状核などをターゲットとして、微
量投与用のガイドカニューレを留置する条
件検討を行った。内側視索前野への局所投与
技術は、実験（2）において活用した。 
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