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研究成果の概要（和文）：GnRHニューロンへの興奮性GABA入力の役割について、GnRHニューロンのみでKCC2を発現誘導
させることにより特定の時期にGABA入力を興奮性から抑制性に可逆的に変化させることができる独自に作成した遺伝子
改変マウスを用いて検討を行った。GABA入力を抑制性に変化させると、性周期が乱れ、排卵、妊娠が認められず、低濃
度のGABAA受容体アゴニストによりGnRHニューロンが示す自発発火の低下がみられた。以上の結果より、興奮性GABA入
力によるGnRHニューロンの活動の増加が生殖機能の維持に重要な役割を持つことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To investigate the functional role of the excitatory action of GABA in the 
regulation of GnRH neurons in vivo, we generated transgenic mice with conditional overexpression of KCC2 
restricted in GnRH neurons in a reversible manner using tetracycline controlled gene expression system. 
Female mice, which expressed KCC2 in GnRH neurons, showed abnormal estrous cyclicity, no ovulation and no 
pregnancy. The application of low dose muscimol, GABAA receptor agonist, inhibited spontaneous firing of 
GnRH neurons. These results suggested that the excitatory action of GABA increased the activity of GnRH 
neurons and have an important role in the regulation of female reproduction.

研究分野：神経内分泌学、神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 脳による生殖内分泌調節の最終共通路は
視床下部に存在する GnRH ニューロンである
(図 1)。成熟雌マウスでは 4日に一度排卵が
起こる。これは卵の成熟に伴い卵巣から分泌
されるエストロジェンの作用により、GnRH ニ
ューロンから GnRH が大量分泌され、その結
果、下垂体から黄体形成ホルモン(LH)が大量
分泌されるためである。通常の GnRH および
LH はパルス状に分泌されており、卵胞成熟や
精子形成に関与している。GnRH ニューロンは
細胞数が少なく、視床下部に散在しているに
もかかわらず、周期的な GnRH の大量分泌や
パルス状分泌を引き起こすメカニズムは明
らかにされていない。性成熟が起きる思春期
前までは GnRH 分泌は低く抑えられており、
思春期開始に伴い GnRH ニューロンの活動性
が高まり、周期的な GnRH の大量分泌が起き
るようになるが、そのメカニズムも明らかに
されていない。GnRH ニューロンはエストロジ
ェン受容体を発現している GABA ニューロン
から投射を受けることや GABAA受容体を発現
していることから、GABA による GnRH ニュー
ロンの制御が想定されている。これまでに
我々は GnRH ニューロンに蛍光蛋白 EGFP を特
異的に発現させたトランスジェニックラッ
トを作成し、EGFP蛍光を指標に同定したGnRH
ニューロンへの GABA 作用を検討し、GABA が
GnRH ニューロンでは成熟動物においても興
奮性に作用していることを明らかにしてい
る。GABA に対して興奮性を示す GnRH ニュー
ロンの割合には性差があること、性周期に伴
う変動があること、日内変動があることを示
した。成熟動物の脳内において主要な抑制性
伝達物質である GABA が興奮性に作用してい
ることは、GnRH ニューロンに非常に特有な性
質であり、GABA 興奮性作用の GnRH ニューロ
ンの機能制御への関与が強く示唆される。
GABA 作用が興奮性であるか抑制性であるか
は細胞内 Cl-濃度により決定される。Cl-を細
胞外にくみ出す K+-Cl- 共役担体(KCC2)の発
現が低いと細胞内Cl-濃度が高くなりGABAは
興奮性に作用し、KCC2 の発現が高いと細胞内
Cl-濃度が低くなり、GABA の作用は抑制性に
なる(図 2)。GnRH ニューロンでは GABA が興
奮性に作用していることから、KCC2 の発現が
低くおさえられていると考えられる。 
 
 
 

 
 

 
 
２．研究の目的 
 成熟動物においてもGABA が興奮性に作用
するというGnRHニューロンに特有な性質に注
目し、独自に作成したGnRH ニューロンへの
GABA作用を特定の時期に興奮性から抑制性に
可逆的に変化させることができる遺伝子改変
マウスを用いて、生殖機能制御における興奮
性GABA入力の役割について個体レベルで明ら
かにすることを目的とした。また、光により
GnRH ニューロンの活動を操作し、排卵を引き
起こすことができるか検討するために、GnRH 
ニューロンに光活性化タンパク質チャネルロ
ドプシン2 を発現させたマウスの作成を行っ
た。 
 
３．研究の方法 
 GnRH ニューロン制御における興奮性 GABA
入力の役割について個体レベルで明らかに
するために、テトラサイクリン遺伝子発現誘
導系をマウス個体に応用し、GABA 入力を抑制
性に維持する分子であるKCC2をGnRH ニュー
ロンに発現誘導させることにより、GnRH ニュ
ーロンへの GABA 入力を興奮性から抑制性に
変化させることができる独自に作成した遺
伝子改変マウス(GnRH-tTA::KCC2-tetO マウ
ス)を用いて解析を行った(図 3)。GnRH ニュ
ーロンで tTA(テトラサイクリン制御性トラ
ンス活性化因子) を発現するマウス
(GnRH-tTA マウス)と KCC2 の翻訳開始部位
直前に tetO 配列をノックインしたマウス



（KCC2-tetO マウス）を交配させたダブルト
ランスジェニックマウス
(GnRH-tTA::KCC2-tetO マウス)では、ドキシ
サイクリン（DOX、テトラサイクリンの誘導
体）投与中止で、GnRH ニューロンで KCC2 を
発現させることができ、DOX 再投与で KCC2 の
発現を元のレベルに戻すことができる 
(Tet-off システム)。GnRH-tTA::KCC2-tetO 
マウスでは DOX 投与中止後、どのくらいの期
間でKCC2蛋白を発現誘導できるかについて、
KCC2 抗体を用いた免疫染色法により調べた。
DOX 投与を中止し、GnRH ニューロンへの
GABA 入力を抑制性に変化させ、排卵を引き起
こす LH 大量分泌、卵胞成熟に関わる通常の
GnRH/LH 分泌、排卵、卵胞形成、性周期、性
行動、思春期開始などの生殖機能への影響を
調べた。さらに、GnRH ニューロンへの GABA
入力を抑制性に変化させた時に生殖機能の
変化を引き起こす要因となる GnRH ニューロ
ンの細胞生理学的変化を調べるために、
GnRH-tTA::KCC2-tetO マウスと
tetO-ChR2(C128S)-EYFP ノックインマウスを
かけあわせ、GnRH ニューロンを可視化し、
GnRH ニューロンから loose patch clamp 法に
より自発発火を記録し、GABAA受容体アゴニス
トのムシモールを作用させた時の自発発火
の変化を調べた。オプトジェネティクス技術
を用いて GnRH ニューロンの活動を制御する
ために、GnRH-tTA マウスと
tetO-ChR2(C128S)-EYFP ノックインマウスを
かけあわせ、GnRH ニューロンでチャネルロド
プシン 2を発現するマウスを作成し(図 4)、
解析を行った。このマウスで青色光刺激によ
り GnRH ニューロンが活性化されるか確認す
るために、GnRH ニューロンから loose patch 
clamp 法により記録を行い、青色光で刺激し、
活動電位を記録した。 

 

 

４．研究成果 
 GnRH-tTA::KCC2-tetOマウスでは、DOX投与
中止3-4日後からKCC2蛋白の発現がみられ、
5-6日後には十分なKCC2蛋白が発現されるこ
とがKCC2抗体を用いた免疫染色法により確認
できた(図5)。DOX投与中止によりKCC2を発現
誘導させ、GnRHニューロンへのGABA入力を興
奮性から抑制性に変化させた時の生殖機能へ
の影響を調べた。性周期への影響を膣スメア
採取により調べたところ、発情期が長く続き
性周期が乱れていた。発情前期の翌日でも排
卵がみられず、野生型雄マウスと3ヶ月同じケ
ージに入れ繁殖テストを行ったが、妊娠は認
められなかった。排卵を引き起こす周期的な
LH大量分泌への影響を調べるために、排卵日
前日の血中LH量をEIA法により測定したとこ
ろ、LH分泌量がやや低下していたが有意な差
はみられなかった。定常時のLH 分泌量は検出
限界以下であった。GnRHパルス状分泌への影
響を調べるために、急性視床下部スライス標
本を作成し、7.5分間隔で3時間のサンプリン
グを行い、細胞外液へのGnRH分泌量をRIA法に
より測定したが、検出限界以下で測定するこ
とが出来なかった。そのため、視床下部スラ
イス標本を2時間培養してGnRH分泌量を測定
したが、差は認められなかった。卵巣を観察
したところ、成熟卵胞が認められず、小さな
卵胞が多数観察された。思春期開始への影響
を調べるために、出生後すぐにDOX投与を中止
したところ、膣開口日が1.5日早まることがわ
かった。また、雄のGnRH-tTA::KCC2-tetOマウ
スと野生型雌マウスを3ヶ月同じケージに入
れ繁殖テストを行ったが、雄の繁殖行動には
影響がみられなかった。以上の結果から、GnRH
ニューロンへのGABA入力は雌の生殖機能の維
持に重要な役割を持つことが示唆された。 
 さらに、GnRHニューロンへのGABA入力を抑
制性に変化させた時に個体レベルでみられた
生殖機能の変化を引き起こす要因となるGnRH
ニューロンの細胞生理学的な変化を明らかに
するために、GnRH-tTA::KCC2-tetOマウスと
tetO-ChR2(C128S)-EYFPノックインマウスを
かけあわせGnRHニューロンを可視化し、視床
下部スライス標本を作成し、EYFP蛍光を指標
に同定したGnRHニューロンからloose patch 
clamp法により自発発火の記録を行った。
GABAA受容体のアゴニストであるmuscimolを
低濃度の1 µMで作用させるとGnRHニューロン
の自発発火の増加がみられたが、GABA入力を
抑制性に変化させるとmuscimolにより自発発
火が抑制された(図6)。よって、GABA入力を抑
制性に変化させることにより、GnRHニューロ
ンの活動性が低下し、生殖機能に影響がみら
れた可能性が示唆された。細胞外のGABAから
の興奮性入力により引き起こされるGnRHニュ



ーロンの自発活動の増加が雌の生殖機能に重
要な役割を持つと考えられた。 
 オプトジェネティクス技術を用いてGnRHニ
ューロンの活動を制御するために、GnRHニュ
ーロンにChR2を発現するマウスを作成し解析
を行った。GnRHニューロンからloose patch 
clamp法により記録を行い、青色光で刺激した
ところ、活動電位を発生させることができた。
青色光刺激を停止すると活動電位が引き起こ
されなくなった。今後はマウスの視床下部に
青色LEDプローブを留置し、光刺激によりGnRH
ニューロンを刺激し、排卵を引き起こすこと
ができるか検討していく。 
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