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研究成果の概要（和文）：本研究では、脳領域特異的なキスペプチン遺伝子（KISS1）改変動物の作出に向けた基盤的
知見を集積することを目的とし、ゲノムウォーキング法によりヤギKISS1のゲノム構造を明らかにした。また、高濃度
エストロジェン投与により、雌雄ヤギにおいて黄体形成ホルモン（LH）サージが誘起され、このとき視索前野キスペプ
チンニューロンが活性化することを明らかにした。LHサージ発生機構には雌雄による機能差が存在することから、雄ヤ
ギの高濃度エストロジェン応答性LH分泌反応が雌の卵胞嚢腫モデルとして活用できることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, as the initial step in establishing a region-specific, condi
tional KISS1 gene knockout goat, we first revealed the genomic sequence of goat KISS1 gene 5'-upstream reg
ion up to 3 kb from translation initiation site. This information can be used for further evaluation of th
e promoter activity of goat KISS1 gene expression and establishment of conditional knockout model. Second,
 we demonstrated that an intravenous infusion of estrogen induced surge-like luteinizing hormone (LH) rele
ase both in gonadectomized male and female goats, and kisspeptin neurons in the medial preoptic area (mPOA
) were activated by estrogen. In castrated male goats, mean peak LH concentration was lower and mean peak 
time of the LH surge was later than females. These results suggest that deterioration in functioning of mP
OA kisspeptin neurons in response to estrogen in male goats can be applied as a model for analyzing the ne
uronal pathogenesis of follicular cyst in female ruminants.
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１．研究開始当初の背景 
 卵胞嚢腫牛の卵巣では、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、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。われわれは、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ことか
ら（Peptides 30:49-56, 2009）、「サージ中
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。 
 従来、卵胞嚢腫の治療には、GnRH 製剤やヒ
ト絨毛性性腺刺激ホルモン（hCG）などを用
いてきた。これらの薬剤は、GnRH 投与による
内因性の LH サージ、または、hCG 投与による
外因性の性腺刺激ホルモンサージによる排
卵誘発効果により、嚢腫状卵胞の排卵を促し
て正常な卵巣周期を回帰させる。しかし、
GnRH 製剤は、くり返し投与することにより下
垂体前葉の GnRH 受容体の脱感作を引き起こ
し、ひいては LH 分泌反応性が低下する、い
わゆる逆説効果（paradoxical effect）を誘
起することが知られている。また、hCG は家
畜にとっては異種のペプチドであり、くり返
し使用すると抗体が生成され、効果が減弱す
るなど問題点も多い。本研究では、これらに
代わる家畜の卵胞嚢腫の治療法として、視床
下部に作用し GnRH 分泌を直接的に刺激する
キスペプチンの作用を利用することを想定
した。われわれのこれまでの研究成果から、
キスペプチンの活性部位は多くの動物種に
共通であること、キスペプチンの強力な GnRH
放出効果は末梢投与によっても十分得られ
ることがわかってきた。そこで、本研究課題
において作出をめざしたKiss1遺伝子コンデ
ィショナルノックアウトによる卵胞嚢腫モ
デルヤギを利用し、卵胞嚢腫発生機序の基礎
的データを集積することにより、これまでに
ない画期的な薬剤の開発につながる可能性
が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、脳内において GnRH のサージ
状分泌を制御する中心的な神経ペプチドと
して注目されているキスペプチンに着目し、
キスペプチン神経系の機能不全による卵胞
嚢腫モデルヤギをコンディショナルノック
アウト技術により作出することを目的とし
た。また、この動物を用いて、エストロジェ
ンの正のフィードバック作用を仲介する脳

のキスペプチン神経系の機能不全が卵胞嚢
腫の発生機序であることを明らかにすると
ともに、家畜の卵胞嚢腫の有効な治療法に資
する基礎データを集積することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、GnRH/LH のサージ状分泌を制御
する神経ペプチドとして注目されているキ
スペプチンに着目し、「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
チン神経系の機能不全が家畜の卵胞嚢腫の
発生機序である」ことの解明を最終的な目的
とした。そのため、以下の二つの実験を実施
した。 
（1）脳領域特異的なキスペプチン遺伝子
（KISS1）改変動物の作出に向けた基盤的知
見を集積するため、ヤギ KISS1 プロモーター
領域を同定することを目的として、ゲノムウ
ォーキング法によりヤギKISS1のゲノム構造
を明らかにすることを試みた。雌シバヤギか
ら血液を採取し、抽出したゲノム DNA 試料を
制限酵素で切断後、アダプター配列を結合さ
せた。これを鋳型とし、アダプター配列およ
び一部既知のヤギKISS1配列に特異的なプラ
イマーを用いて PCR を行い、得られた産物の
シーケンス解析を実施した。 
（2）性腺を除去した雌雄の成熟シバヤギを
用いて、高濃度のエストロジェンを 16 時間
連続的に投与し、LH 分泌におよぼす影響およ
び視床下部のキスペプチンニューロン活性
におよぼす効果を検討した。実験には去勢オ
スおよび卵巣除去メスシバヤギを供試した。
ペリスタルティックポンプを用いて、頚静脈
に留置したカニューレを通じて生理食塩水
（10 ml/h）またはエストラジオール（E2）（6 
µg/10 ml/h）を 16 時間にわたり持続的に静
脈内に投与した。投与開始の 4時間前から 50
時間後まで2時間おきに頚静脈留置カニュー
レを通じて採血を行い、血中 LH 濃度におよ
ぼす影響を調べた。血漿中の LH 濃度はラジ
オイムノアッセイにより測定した。また、E2
または生理食塩水を同様に持続的に投与し、
投与開始の 16 時間後に 4%パラホルムアルデ
ヒドを含む固定液で灌流固定して脳を取り
出し、視床下部における Kiss1 mRNA 発現を
in situ hybridization 法により調べた。さ
らに、細胞活性の指標となる c-Fos タンパク
発現解析のため、免疫組織化学法による二重
染色により、KISS1 陽性細胞の活性を検討し
た。 
 
４．研究成果 
（1）ゲノムウォーキング法によりヤギ KISS1
上流域を解析し、推定翻訳開始点の約 3 kb
上流までの塩基配列を取得した。現在、さら
に上流域の配列を取得するため、解析を続け
ている。今後、この情報に基づき、ルシフェ
ラーゼアッセイによりヤギKISS1プロモータ
ー領域とKISS1遺伝子転写調節因子の同定を



行う予定である。ヤギ KISS1 のゲノム構造お
よびプロモーター領域の情報は、脳領域特異
的なKISS1遺伝子改変ヤギの作出に活用でき
る。また、近年公開されたヤギゲノムデータ
ベース（http://goat.kiz.ac.cn/GGD/）によ
り他動物種との相同性についても検討する
予定である。本実験により、KISS1 遺伝子改
変ヤギ作出に活用するための必要最低限の
情報を得ることができた。 
（2）去勢オスにおいて、E2 投与群（n=4）の
うち 3個体では明瞭な LHサージが観察され、
1個体において振幅の小さいLH濃度亢進がみ
られた（図 1）。卵巣除去メスの E2 投与群で
は、すべての個体で明瞭な LH サージが観察
された（図 1）。雌雄ともに、対照群では LH
濃度に変化がなかった。E2または生理食塩水
の投与開始から投与開始 32 時間後までの曲
線下面積を比較すると、雌雄ともに E2 投与
群は対照群を有意に上回り（P<0.05）、高濃
度エストロジェン投与により LH サージが誘
起されることが明らかとなった。次に、LH サ
ージの各パラメーターを指標として、ヤギに
おけるエストロジェン応答性 LH 分泌反応の
雌雄差を検討した。高濃度エストロジェンに
より誘起される LH サージのピーク濃度はメ
スに比しオスで低く、ピーク時間はメスに比
しオスで遅かったことから（図 1）、LH サー
ジ中枢には雌雄による機能差があることが
明らかとなった。また、視索前野キスペプチ
ンニューロンにおける c-Fos 共発現率が、高
濃度エストロジェン投与により雌雄ともに
有意（P<0.05）に増加した（図 2）。一方、弓
状核キスペプチンニューロンにおける c-Fos
発現は、雌雄ともにほとんどみられなかった。
この結果は、視索前野のキスペプチンニュー
ロンが高濃度エストロジェンの正のフィー
ドバック作用を仲介し、GnRH/LH サージ発生
機構に関与することを示唆している。以上本
実験により、視索前野特異的な KISS1 遺伝子
改変ヤギが作出できたときの in vivo 表現型
解析系が確立できた。 
（3）研究期間全体を通じ、脳領域特異的な
KISS1 改変動物の作出には至らなかったが、
その基盤的知見としてヤギKISS1遺伝子のゲ
ノム構造を明らかにできた。さらに、性腺除
去した雌雄ヤギを用いて、高濃度エストロジ
ェンの持続的投与により雌雄ともに LH サー
ジが誘起され、このとき視索前野キスペプチ
ンニューロンが活性化していることを明ら
かにした。この結果は、視索前野のキスペプ
チンニューロンがエストロジェンの正のフ
ィードバック作用を仲介し、GnRH/LH サージ
発生機構に関与することを示唆している。ま
た、本研究により、高濃度エストロジェン投
与により誘起される LH サージのパラメータ
ーを指標とした解析から、GnRH/LH サージ発
生機構には雌雄による機能差が存在するこ
とが明らかとなったことから、雄ヤギのエス
トロジェン応答性 LH 分泌反応が、雌の卵胞
嚢腫モデルとして活用できる可能性を示す

ことができた。すなわち、視索前野のキスペ
プチン神経系の機能低下が家畜の卵胞嚢腫
の発生機序であることが示唆された。 
 

図 1．高濃度エストロジェン投与が去勢オス
ヤギおよび卵巣除去メスヤギの LH 分泌にお
よぼす効果。エストロジェンは網掛けの時間
帯（16 時間）に静脈内に投与した。 
 

図 2．高濃度エストロジェン投与が去勢オス
ヤギおよび卵巣除去メスヤギの視索前野キ
スペプチンニューロン活性におよぼす効果。 
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