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研究成果の概要（和文）：本研究では、世代シーケンサーを用いたトランスクリプトーム解析と、産業技術総合研究所
のG蛋白質共役型受容体データベース「Sevens」を用いたバイオインフォマティクス解析により、性腺刺激ホルモン放
出ホルモン (GnRH) ニューロンに発現する数十種類のG蛋白質共役型受容体を見いだした。また、GnRHニューロンに発
現するGPR54を介して、直接作用するキスペプチンの遺伝子発現を制御するエンハンサー領域を同定するとともに、ヒ
ストンアセチル化およびクロマチン構造変化によってキスペプチン遺伝子の発現が促進されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Transcriptome analysis with Sevens, a database of G-protein coupled receptors (GPC
R), showed the expression profiles of GPCR in gonadotropin-releasing hormone (GnRH) neurons obtained from 
GnRH-green fluorescent protein transgenic mice.  Among those GPCR, kisspeptin receptor GPR54 is considered
 as a key molecule controlling GnRH secretion.  This study also showed brain region specific enhancer of K
iss1 gene and histone acetylation and chromatin loop formation are responsible for Kiss1 gene up-regulatio
n.
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１．研究開始当初の背景 
 家畜の繁殖を制御して生産性を向上させるた
めには、性腺刺激ホルモン放出ホルモン 
(GnRH) ニューロンに直接作用する神経ペプチ
ドを探索し、新たな GnRH 分泌刺激剤を手に入
れることは極めて重要である。 
 マウス GnRH ニューロンにおける受容体の発
現解析がマイクロアレイにより行われ、50 種類の
受容体 (イオンチャネル型受容体や核内受容
体を含む) が報告されているが、いずれも古典
的な神経伝達物質や神経ペプチドの受容体に
限られている。 
 一方、近年、強い GnRH 分泌活性を有するキ
スペプチンや、GnRH分泌抑制作用をもつRFア
ミド関連ペプチド-3 などの新規な神経ペプチド
とその受容体が発見され、GnRH 分泌を制御す
る脳内メカニズムの解明に大きく貢献しつつある。
このことは、新たな神経ペプチドと受容体の発見
により、繁殖制御機構の解明がより一層進む可
能性を強く示唆している。 
 
２．研究の目的 
 性腺刺激ホルモン放出ホルモン (GnRH) ニュ
ーロンに直接作用する神経ペプチドを探索し、
新しい繁殖刺激剤の開発に繋がる神経ペプチ
ドを見つけることを目的とし、GFP 標識 GnRH ニ
ューロン由来の cDNA ライブラリを作成し、次世
代シーケンサーにより取得した配列データを G
蛋白質共役型受容体データベース「Sevens」と
照合することにより、GnRH ニューロンに発現す
る G 蛋白質共役型受容体を同定する。さらに、
受容体の強制発現細胞を用いた神経ペプチド
の探索、動物実験における GnRH 分泌刺激作
用の確認を通じて、GnRH 分泌調節に重要な神
経ペプチドを同定する。 
 
３．研究の方法 
(1) GnRH ニューロンに発現する新規受容体の
探索 
 性腺刺激ホルモン放出ホルモン (GnRH) ニュ
ーロン特異的にGFPを発現するトランスジェニッ
クラットを用い、電気生理学用の微小ガラスピペ
ットにより GnRH ニューロンを採取、cDNA ライブ
ラリを作成する。次世代シーケンサーにより取得
した配列データを G 蛋白質共役型受容体デー
タベース「Sevens」で照合して、GnRH ニューロン
に発現する G 蛋白質共役型受容体を同定する。
さらに、受容体全体の配列相同性のみならず、
膜貫通へリックス、リガンド結合領域あるいは細
胞外ループの配列相同性および物理科学的プ
ロパティを指標として、受容体に結合する可能
性の高い神経ペプチドを推定する。続いて、受
容体の強制発現細胞において結合する神経ペ
プチドを明らかにする。 
 
(2) GnRH ニューロンに直接作用するキスペプチ
ンおよび間連ペプチドの発現調節および機能
解析 
 マウス、ラット、スンクスなどの実験動物を用い
て、キスペプチンおよび間連ペプチドの発現調

節について検討するとともに、各種アゴニスト、
アンタゴニストを用いてその生理機能の解明した。
また、キスペプチンニューロンの性的二形成を
形成する脳内メカニズムを解明を目指し、マウス
新生子における視床下部なのトランスクリプトー
ム解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 23 年度に実施した次世代シーケンサーを用
いたトランスクリプトーム解析と、産業技術総合
研究所の G 蛋白質共役型受容体データベース
「Sevens」を用いたバイオインフォマティクス解析
により、GnRH ニューロンに発現する数十種類の
G 蛋白質共役型受容体を見いだした。これらの
受容体の多くはリガンドがいまだ発見されていな
いオーファン受容体であったことから、24、25 年
度に、発現量の多い G 蛋白質共役型受容体の
強制発現細胞の作成を進めた。GnRH ニューロ
ンに高発現する受容体のひとつに、キスペプチ
ン受容体 GPR54 が含まれていたことから、まず
はGPR54強制発現細胞を作成し、キスペプチン
の投与による細胞内シグナル伝達経路の活性
化を確認した。続いて、他の受容体の強制発現
細胞にもキスペプチンなど既知の GnRH 作用が
認められている神経ペプチドを投与し、その細
胞内シグナル伝達経路の活性化を検討した。こ
れまでのところ、発見した新規受容体に作用す
る既知の神経ペプチドを見いだしていないが、
こうした結果は GnRH 分泌を制御する新規な神
経ペプチドの存在を強く示唆するものであり、本
研究で発見されたリガンドが不明のオーファン
受容体の機能解析は、GnRH ニューロンの制御
機構を解明する上で極めて重要な知見となっ
た。 
 
(2) マウスを用いて、キスペプチン遺伝子の発
現を制御するエンハンサー領域を同定するとと
もに、ヒストンアセチル化およびエンハンサー領
域とプロモター領域のクロマチン構造変化によ
ってキスペプチン遺伝子の発現が促進されるこ
とを明らかにした。また、新生仔マウス視床下部
における遺伝子発現の網羅的解析から、新生
仔期に形成されるキスペプチンニューロンの性
的二形成に関与する可能性のある因子を複数
明らかにした。 
 ラット、スンクスを用いて、キスペプチンが
GnRH/LH のサージ状分泌に制御センターであ
ることを明らかにした。また、泌乳期の性腺機能
抑制が、キスペプチンの発現の低下によることを
明らかにした。さらに、ラット用いて、性成熟前に
はダイノルフィンが GnRH 分泌を抑制することを
見いだした。また、ダイノルフィンが性成熟後に
おいても GnRH/LH 分泌を負に制御することを
明らかにした。 
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