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研究成果の概要（和文）：本研究では、反芻家畜の卵胞発育を制御する視床下部神経機構の解明を目的とした。まず、
ヤギニューロキニンB遺伝子（TAC3）のゲノム構造を解析し、TAC3のプロモーター領域を同定した。ニューロキニンBを
含有する視床下部弓状核のKNDyニューロン活性をオプトジェネティクス技術により制御できるヤギを作出するため、ア
デノ随伴ウイルスベクターによる遺伝子導入法とCre-loxPシステムを組み合わせ、KNDyニューロン特異的な光感受性イ
オンチャネル発現を可能にする技術開発を行った。また、KNDyニューロンがウシ視床下部に存在することを確認し、KN
DyニューロンはGnRH分泌を促進的に制御することを示した。

研究成果の概要（英文）：The present study aimed to elucidate the hypothalamic mechanism controlling the 
follicular growth in ruminants. First, the genome structure of the goat neurokinin B gene (TAC3) and a 
transcriptional regulatory domain of TAC3 were identified. Second, to generate genetically modified goats 
which could control the activity of KNDy neurons (neurons contain neurokinin B) in the hypothalamic 
arcuate nucleus by using an optogenetic technology, we applied the gene introduction method by the 
adeno-associated virus vector and Cre-loxP system in goats to establish a KNDy neuron-specific expression 
of light-responsive ion channels. Third, we demonstrated the localization of KNDy neurons in the 
hypothalamic arcuate nucleus in cows by immunohistochemistry and suggested that KNDy neurons have a key 
role to stimulate gonadotropin-releasing hormone (GnRH) secretion, and then follicular growth in 
ruminants.

研究分野：家畜繁殖学
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１．研究開始当初の背景 
(1)畜産分野では、ウシの人工授精後の受胎
率低下が国内外を問わず問題となっている。
その原因となっている家畜の繁殖障害の治
療には、性腺刺激ホルモン放出ホルモン
（GnRH）製剤や絨毛性性腺刺激ホルモン製
剤が長年にわたって使われてきた。これらの
薬剤はくり返して投与することで治療効果
が低減することが知られている。受胎成績の
飛躍的向上のためには、これらの古典的な繁
殖用製剤に代わり、卵胞発育から発情・排卵
にいたる生理現象のメカニズムの知見に基
づく新規な繁殖制御技術や繁殖障害の治療
薬剤の開発が必要とされている。 
 
(2)哺乳動物の視床下部弓状核には、神経ペ
プチドであるキスペプチン（K）/ニューロキ
ニン B（N）/ダイノルフィン（Dy）をすべて
含有するニューロン群が存在する。これらは
「KNDyニューロン」と呼ばれ、動物の卵胞
発育を制御する重要なニューロン群として
注目されている（引用文献①）。KNDy ニュ
ーロンはパルス状の GnRH 分泌を介して卵
胞発育を調節すると考えられるが、その詳細
はわかっていない。われわれはニューロキニ
ン B受容体作動薬の持続投与が、パルス状の
黄体形成ホルモン（LH）分泌を持続的に促
進することを明らかにしてきた。このことは、
ニューロキニン B がパルス状の GnRH 分泌
促進を通じて強力な卵胞発育刺激作用をも
つことを示唆している。本研究では、ニュー
ロキニン B またはその作動薬が家畜の繁殖
効率化の特効薬となる可能性を秘めている
ことに着目し、ニューロキニン Bによる卵胞
発育制御メカニズムを解明することを目的
とした。 
 
(3)パルス状の GnRH放出を調節する卵胞発
育制御中枢は「GnRH パルスジェネレータ
ー」と呼ばれている。GnRHパルスジェネレ
ーターは家畜の繁殖機能を制御する最上位
中枢であるが、その詳細はわかっていない。
反芻家畜のモデル動物であるシバヤギでは、
視床下部に留置した電極を通じて神経活動
を記録することにより、GnRHパルスジェネ
レーター活動をリアルタイムにモニタリン
グすることが可能である。われわれは、視床
下部弓状核の KNDy ニューロン近傍から周
期的な神経活動の上昇が記録でき、それらが
LHパルスと同期すること（引用文献②）、ま
た、ニューロキニン B が GnRH パルスジェ
ネレーター活動を強力に刺激すること（引用
文献③）を見いだした。これらの成果から、
弓状核の KNDyニューロンが GnRHパルス
ジェネレーターであるとの仮説を考えるに
至った。 
 
２．研究の目的 
(1)上記の背景およびこれまでの研究成果に
基づき、本研究では視床下部 KNDyニューロ

ンによるパルス状 GnRH/LH 分泌刺激作用
メカニズムを解明し、ニューロキニン Bを利
用した新しい繁殖制御剤開発や臨床応用に
展開するための基盤的知見を集積すること
をめざした。具体的には、ニューロキニン B
製剤による卵胞発育刺激効果を解明し、効果
的な投与法を確立すること、また、神経細胞
の興奮または抑制を光学的に任意のタイミ
ングで制御できるオプトジェネティクス技
術（引用文献④）をヤギに適用し、光感受性
イオンチャネルタンパク質を弓状核の
KNDy ニューロン特異的に発現する遺伝子
改変ヤギを作出して、KNDy ニューロンが
GnRH パルスジェネレーター本体であるこ
とを直接的に証明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)ヤギ TAC3 ゲノム構造の解析および転写
調節メカニズムの解明： 
 光感受性イオンチャネルを効果的に発現
する DNA コンストラクト設計のため、ニュ
ーロキニン B をコードする遺伝子（TAC3）
のヤギにおけるゲノム構造を明らかにした。
ヤギ血液から採取したゲノム DNA サンプル
を用いて、ゲノムウォーキング法によるゲノ
ム構造の解析を実施した。さらに、神経由来
不死化細胞株を用い、ルシフェラーゼアッセ
イによりヤギTAC3プロモーター領域および
TAC3 遺伝子転写調節メカニズムを解析した。 
 
(2)KNDy ニューロン特異的に光感受性イオ
ンチャネルを発現するヤギの作出： 
①ヤギ TAC3 プロモーター領域の下流に、
Cre リコンビナーゼ遺伝子（Cre）を組み込
んだアデノ随伴ウイルス（AAV）ベクター、
および、光感受性イオンチャネル（チャネル
ロドプシン 2（ChR2）またはアーキロドプシ
ン（ArchT））をコードする遺伝子を loxP配
列ではさんだ AAV ベクターを、脳定位固定
装置を用いて視床下部弓状核に直接投与し、
Cre-loxP システムを利用して KNDy ニュー
ロン特異的に ChR2 および ArchT を発現す
るヤギを作出することを試みた。 
②光感受性イオンチャネル（ChR2 または
ArchT）をコードする遺伝子を loxP配列では
さんだ AAV ベクターを、KNDy ニューロン
特異的にCreリコンビナーゼを発現するヤギ
視床下部弓状核に局所投与し、KNDyニュー
ロン特異的に光感受性イオンチャネルを発
現するヤギを作出することを試みた。そのた
め、キスペプチン遺伝子（KISS1）下流に
Cre を組み込んだ KISS1-Cre ノックインヤ
ギの作出をめざし、ゲノム編集技術である
TALEN を用いて、Cre がノックインされた
ヤギ胎子繊維芽細胞の樹立を行った。 
 
(3)光照射ユニットを組み込んだヤギ視床下
部神経活動記録法の開発： 
 光感受性イオンチャネルを発現させた
KNDy ニューロンにおける神経活動を記録し



ながら、任意のタイミングでレーザー光照射
を行う手法の開発を行った。シバヤギ視床下
部における神経活動記録法は研究代表者ら
が既に確立している方法（引用文献②）を用
いた。雌シバヤギを用い、脳定位固定装置を
使用して、レーザー光照射用の光ファイバー
を組み込んだ神経活動記録用電極を通じて、
視床下部弓状核 KNDy ニューロン近傍から
の神経活動の記録をめざした。 
 
(4)ニューロキニン B 受容体アゴニスト投与
による卵胞発育刺激効果の解明： 
 ウシを用いて、ウシ視床下部弓状核に
KNDy ニューロンが存在することを示すた
めに、卵胞期および黄体期にあるウシ視床下
部組織を用いて免疫組織化学法によりキス
ペプチン、ニューロキニン Bおよびダイノル
フィンの局在を検討した。また、ニューロキ
ニン B受容体アゴニスト（senktide）の末梢
投与による LH分泌および卵巣における卵胞
発育におよぼす効果を検証した。 
 
４．研究成果 
ヤギTAC3ゲノム構造の解析および転写調節
メカニズムの解明： 
 ヤギ血液から採取したゲノム DNA サンプ
ルを用いて、ゲノムウォーキング法によりヤ
ギ TAC3上流域を解析し、推定翻訳開始点の
約 3.4 kb上流までの塩基配列を取得した。こ
の領域には、エストロジェン受容体α、Sp-1、
AP-1 など繁殖機能に関与する転写因子の結
合部位が多数存在していた。さらに、マウス
視床下部由来不死化細胞株、ヒト神経芽細胞
腫由来細胞株、および当研究室で樹立したヤ
ギ KNDy ニューロン不死化細胞株を用いた
ルシフェラーゼアッセイにより、ヤギ TAC3
の-197〜+166 の領域にコアプロモーターが
存在することを確認した（図 1）。これらの情

報は、KNDyニューロン特異的な遺伝子改変
ヤギの作出に活用することができる。また、
ヤギTAC3発現の転写調節因子の探索には至

らなかったが、今後それらの同定を引き続き
行う。 
 
(2)KNDy ニューロン特異的に光感受性イオ
ンチャネルを発現するヤギの作出： 
①ヤギ TAC3プロモーター領域の下流に Cre
を組み込んだ AAVベクターと、ChR2および
ArchT 遺伝子が loxP 配列にはさまれて逆向
きに組み込まれた AAV ベクターを視床下部
弓状核に直接感染させることにより、弓状核
の KNDy ニューロン特異的に ChR2 および
ArchTを発現するヤギの作出をめざした。ま
ず、AAVベクターを用いた遺伝子改変技術を
適用するため、ヤギ視床下部への感染に適し
た AAV 血清型を検討した。4 つの血清型の
AAV（AAV-1、2、5、DJ；生理学研究所・小
林憲太博士により作製）をヤギ視床下部に注
入したところ、赤色蛍光タンパク質レポータ
ー遺伝子の発現強度から、AAV-1 および
AAV-DJ による遺伝子導入効率が高いことを
特定した。さらに、ヤギ KNDyニューロン不
死化細胞株に AAV を感染させたところ、レ
ポーター遺伝子の発現強度から、AAV-2、
AAV-5およびAAV-DJで導入効率が高いこと
を確認した。以上より、ヤギ KNDyニューロ
ンへの遺伝子導入にはAAV-DJが最も適して
いることが確認できた。今後は AAV-DJを用
いて、TAC3プロモーターの下流に Creを組
み込んだ AAV ベクターおよび ChR2 および
ArchT 遺伝子を組み込んだ AAV ベクターの
設計を急ぎ、KNDy ニューロン特異的に
ChR2およびArchTを発現するヤギの作出を
行っていく。 
②KNDy ニューロン特異的に光感受性イオ
ンチャネルを発現するヤギを作出するため、
KISS1 下流に Cre を組み込んだ KISS1-Cre
ノックインヤギの作出をめざした。まず、ヤ
ギ KISS1 の終止コドン近傍を切断する
TALEN 発現ベクターを設計し、それらをヤ
ギ胎子繊維芽細胞へ導入してゲノムに導入
された変異を検出した。その結果、設計した
TALEN発現ベクターによりヤギKISS1遺伝
子座に欠損が生じており、変異が導入できる
ことが確認できた。次に、ヤギ KISS1 遺伝
子座にCreをノックインするためのターゲテ
ィングベクターと、上記の TALEN発現ベク
ターを同時にヤギ胎子線維芽細胞へ導入し
た。その結果、ヤギ KISS1 遺伝子座へ Cre
がノックインされたことを示唆する結果を
得た。現在、Creリコンビナーゼノックイン
細胞の単離を進めている。Creリコンビナー
ゼノックイン細胞が単離された後、体細胞核
移植技術により KISS1-Cre ノックインヤギ
の作出を行う。 
 
(3)光照射ユニットを組み込んだヤギ視床下
部神経活動記録法の開発： 
 KNDy ニューロン特異的に光感受性イオ
ンチャネルを発現するヤギ視床下部におい
て、神経活動を記録している領域に限定して

 

図 1. マウス視床下部由来不死化細胞株（N7）を用
いたルシフェラーゼアッセイによるヤギ TAC3 プロ
モーター活性の評価。エストロジェン添加の有無に

かかわらず、ヤギ TAC3の-197〜+166の領域による
遺伝子発現活性が最も高く、この領域にヤギ TAC3
のコアプロモーターが存在することを示す。 



レーザー光を照射するために、光ファイバー
を組み込んだ記録用電極の設計を完了した。
試作品の完成には至らなかったが、目的のヤ
ギが作出された後にただちに記録実験がで
きるように、記録用電極の準備を今後早急に
行う予定である。 
 
(4)ニューロキニン B 受容体アゴニスト投与
による卵胞発育刺激効果の解明： 
 まず、卵胞期および黄体期にあるウシの視
床下部組織を採取し、キスペプチンとニュー
ロキニン B、および、キスペプチンとダイノ
ルフィンの二重免疫組織化学を行った。その
結果、卵胞期および黄体期にかかわらず、ウ
シ視床下部弓状核にキスペプチンとニュー
ロキニン B、および、キスペプチンとダイノ
ルフィンを含有するニューロン群が存在し
ており、KNDyニューロンがウシ視床下部に
存在することが確認できた（図 2）。ウシ

KNDyニューロンは、他の動物種と同様にパ
ルス状の GnRH 分泌制御に関与することが
考えられた。また、ニューロキニン B受容体
アゴニスト（senktide）の末梢持続投与（4
時間）は、投与開始から 8時間程度の持続的
な LH分泌促進効果および卵巣における卵胞
発育刺激効果を示した。これらの結果から、
ウシ生体内において、KNDy ニューロンは
GnRH分泌を促進的に制御しており、その結
果、卵胞発育が刺激されることが示唆された。 
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図 2. 卵胞期および黄体期ウシ視床下部弓状核にお
けるキスペプチン、ニューロキニン Bおよびダイノ
ルフィンの免疫組織化学。（A）キスペプチン（赤）
およびニューロキニン B（緑）の二重免疫染色の代
表例。（B）キスペプチン（赤）およびダイノルフィ
ン（緑）の二重免疫染色の代表例。 
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