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要　約
本研究は成熟雌牛における Kisspeptin-10（Kp10：キスペプチンの生理活性部位である 10 個のアミノ酸残基からなる

ペプチド）の性腺刺激ホルモン（GTH）放出作用を明らかにするために，経産牛 5 頭および未経産牛 5 頭に Kp10 を投
与して黄体形成ホルモン（LH）と卵胞刺激ホルモン（FSH）の放出反応を調べた。プロジェステロン（P4）放出腟内留
置製剤（CIDR）を７日間腟内に挿入し CIDR 除去日（Day 0）および除去 2 日目（Day 2）に Kp10（5 μg/ 生体重 kg）
を静脈内に投与して血中 LH および FSH 濃度の変化を調べた。CIDR 除去時における血中 P4 濃度は経産牛（平均値 ±
標準誤差：2.09 ± 0.30 ng/ml）と未経産牛（2.29 ± 0.49 ng/ml）とも Day 2（0.31 ± 0.06 および 0.35 ± 0.04 ng/ml）に比べ
有意に高かった（P<0.05）。Kp10 を経産牛に投与すると投与後 10 分間で血中 LH 濃度が有意に上昇し，投与後 30 分間

（Day 0：1.12 ± 0.25 ～ 1.42±0.17 ng/ml）および 40 分間（Day 2：1.10 ± 0.17 ～ 1.29±0.15 ng/ml）まで投与前の値（Day 
0：0.58 ± 0.04 ng/ml，Day 2：0.63 ± 0.05 ng/ml）に比べ有意に高い値を示した（P<0.05）。Kp10 を未経産牛に投与して
も経産牛と同様に血中 LH 濃度は有意に上昇した（P<0.05）。Kp10 投与による LH 放出作用には経産，未経産および P4

濃度による有意な差は見られなかった。血中 FSH 濃度は Kp10 の投与では経産牛および未経産牛とも有意な変化は見
られなかったが，Kp10 の投与により上昇する傾向が見られた。本研究の結果は Kp10 が P4 濃度に関わらず，経産牛お
よび未経産牛の LH を放出させることを示し，雌牛における Kp10 を介した新しい生殖生理機構の一端を明らかにした。
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緒　言

Kisspeptin（キスペプチン）は Kiss-1 遺伝子により
産生されるアミノ酸残基 10 ～ 54 個のフラグメントか
らなる新規ペプチドである（Kotani ら，2001；Caraty
と Franceschini，2008；Gottsch ら，2009）。 視 床 下 部
で産生されたキスペプチンは，性腺刺激ホルモン放出
ホルモン（GnRH）ニューロンに働き，下垂体からの黄
体形成ホルモン（LH）や卵胞刺激ホルモン（FSH）を
放出させること（Gottsch ら，2006；Smith ら，2006a；
Caraty と Franceschini，2008） が 最 近 多 く の 動 物 種

で明らかになってきている。家畜では羊（Caraty ら，
2007；Smith ら，2007；Smith，2009），山羊（Hashizume
ら，2010；Saito ら，2011），豚（Lents ら，2008）およ
び牛（Kadokawa ら，2008；Whitlock ら，2008；Ezzat
ら，2009）で，キスペプチンを中枢や末梢に投与すると
LHやFSHが放出されることが報告されている。しかし，
牛へのキスペプチン投与においては，春機発動期前の７
ヵ月齢の雌牛（Kadokawa ら，2008），4 ～ 6 ヵ月齢の
雌雄子牛（Ezzat ら，2009），卵巣除去された成熟雌牛

（Whitlock ら，2008）での結果が報告されているだけで，
まだその作用機序は良く分かっていない。また卵巣が機
能している成熟雌牛での性腺刺激ホルモン（GTH）放
出作用はまだ検討されていない。今まで GTH 放出の制
御は直接牛に GnRH を投与して行われてきたが，キス
ペプチンは GnRH ニューロンを介し GTH を放出させる
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ので，キスペプチンによる GTH 放出作用を成熟牛で明
らかにすることは，臨床面からのみならず生殖生理学上
からも大変興味深い研究課題である。
　本研究は，卵巣が機能する月齢にある成熟雌牛におけ
る Kisspeptin-10（Kp10：キスペプチンの生理活性部位
である 10 個のアミノ酸残基からなるペプチド）の GTH
放出作用を調べることを目的とした。雌牛は経産牛と未
経産牛を用いその放出反応差を比較した。また本研究で
は，成熟雌牛の発情周期に伴う血中プロジェステロン

（P4）濃度差による影響を除くために P4 放出腟内留置製
剤（CIDR）を用いて血中 P4 濃度を調整して，血中 P4

濃度の高い時期と低い時期に Kp10 を投与してそれぞれ
の時期における LH および FSH 放出作用を調べた。

材料および方法

本研究における動物実験は岩手大学動物実験委員会の承
認（A200906）を得て行われた。

１．Kisspeptin-10
ヒトKisspeptin-10（Kp10；YNWNSFGLRF-NH2）をFmoc

法によりペプチド合成機（島津 PSSM-8，島津製作所，京
都）を用いて合成し，C18 カラムを使用した HPLC で精
製した。Kp10 の投与量は 5 μg/ 生体重 kg で静脈内に投
与した（Ezzat ら，2009；Hashizume ら，2010；Saito ら，
2011）。

２．供試牛
供試牛は黒毛和種経産牛 5 頭（月齢：49.7 ± 3.1 ヵ月（平

均値±標準誤差），体重：492.6±47.9kg）と未経産牛5頭（月
齢：11.8 ± 0.8 ヵ月，体重：347.3 ± 12.4kg）で，それぞれ供
試前に発情を確認している牛を用いた。経産牛の産歴は
2.8±0.2 産で，最終分娩後 65.4±2.3 日経過していた。供
試牛は岩手大学附属御明神牧場内の畜舎で終日群飼した
が，採血時には 1 頭ずつスタンチョンに繋養した。牛には

乾草と濃厚飼料を給与したが，採血時には飲水のみとし，
採血終了後に給餌した。実験は 2010 年 5 月に行った。供
試牛には P4 放出腟内留置製剤 CIDR（シダー 1900，ファ
イザー株式会社，東京）を 7 日間挿入し，CIDR 抜去時に
クロプロステノールとして 500 μg の PGF2α 類似体（ダル
マジン，共立製薬株式会社，東京）を筋肉内注射した（Fig. 
1）。

３．Kp10 投与と採血
Kp10（5 μg/ 生体重 kg）は 2 ml の生理食塩水で溶解し，

CIDR 抜去 0 日（Day 0）および 2 日目（Day 2）の 15：
00 に外頚静脈カテーテルより投与した（Fig. 1）。血液は
頚静脈カテーテルより，投与前 60 分間は 20 分間隔（14：
00 ～ 15：00），投与後 60 分間（15：00 ～ 16：00）および
投与後 60～120 分間（16：00 ～ 17：00）はそれぞれ 10 分
間隔および 20 分間隔で採取した。CIDR 抜去と PGF2α の
投与は最終血液採取後に行った（17：00）。1 回の採血量
は 5 ml で，予め 50 μg のヘパリンカルシウム（30 IU/ 試
験管）を滴下しておいたガラス試験管内に採取した。血
液は 3000 rpm，4℃下で 30 分間遠心分離し，血漿を分離
した。血漿は LH，FSH および P4 濃度を測定するまで-30
℃で保存した。

４．ホルモン濃度の測定
　血漿中の P4 濃度は，ジエチルエーテルで抽出したのち，
Horse Radish Peroxydase（HRP）で標識した P4 を用い
たエンザイムイムノアッセイにより測定した（Prakash ら，
1987）。標識ホルモンと標準ホルモンには Progesterone-3-

（O-carboxymethyl）-oxime（SIGMA，U.S.A.）を用いた。
測定可能な最小濃度は 0.08 ng/ml で，アッセイ内変動係
数は 9.27％であった。血漿中の LH および FSH 濃度は，
ラジオイムノアッセイにより測定した（Kanematsu ら，
1990；Hashizume ら，1999）。LH の測定では標識ホルモ
ンおよび標準ホルモンに USDA-bLH-B-6 を用いた。測定
可能な最小濃度は 0.14 ng/ml で，アッセイ内変動係数は

Fig. 1. Schematic illustration of time course for the treatment of controlled internal progesterone 
releasing device (CIDR) and intravenous (i.v.) injections of PGF2α and Kisspeptin-10 (Kp10) (5 

/kg BW) in this experiment.



−48− −49−

Kp10 による牛の LH と FSH 放出作用

6.46% であった。FSH の測定では標識ホルモンと標準ホ
ルモンにそれぞれAFP5318CおよびAFP5346Dを用いた。
測定可能な最小濃度は 0.27 ng/ml で，アッセイ内変動係
数は 11.5% であった。血漿中 P4，LH および FSH 濃度の
測定はすべて 1 回のアッセイで行った。

５．データ分析
　得られた結果は，すべて平均値±標準誤差で表した。血
漿中 P4 濃度の各間の比較，Kp10 の投与前と投与後の LH
および FSH 濃 度の比 較は One-way repeated measures 
ANOVA で分散分析した後，各間の有意差を Newman-
Keulsを用いて検定した。また，Day 0とDay 2 の Kp10 投
与後 60 分間の LH 放出面積（AUC）の差は Student の t-

検定を用いて検定した。すべてのデータは GraphPad Prism
（GraphPad Software，San Diego，CA，U.S.A.）を用いて解
析した。危険率 5% 以下を有意差として表した。

結　果

１．経産牛と未経産牛における Day 0 および Day 2 の
血中 P4 濃度

経産牛と未経産牛における Day 0 および Day 2 の
Kp10 投与直前（15：00）の血中 P4 濃度を Fig. 2 に示した。
Day 0 および Day 2 の経産牛と未経産の血中 P4 濃度には
有意差は見られなかったが，Day 0 における血中 P4 濃度
は経産牛（2.09 ± 0.30 ng/ml）と未経産牛（2.29 ± 0.49 ng/
ml）とも Day 2（0.31 ± 0.06 および 0.35 ± 0.04 ng/ml）に
比べ有意に高かった（P<0.05）。

２．経産牛における Kp10 投与後の血中 LH および FSH
濃度の変化

Day 0 と Day 2 に Kp10 を経産牛に投与した時の血中

Fig. 2. Plasma progesterone (P4) concentrations at the CIDR’s 
removal (day 0) and 2 days later (day 2) in cows and heifers. Each 
value represents the mean ± SE for 5 animals. Different letters (a and 
b) on the bar denote significant differences (P<0.05).

Fig. 3. Plasma concentrations of luteinizing hormone (LH) in 
response to i.v. injections of Kp10 (5 μg/kg BW) on day 0 and day 2 
in cows. Note that the area under the LH response curve (AUC) for 
the 60-min period after treatment on day 0 and day 2 is also indicated 
in the figure. Arrows indicate the time of injection (0 min). Each value 
represents the mean ± SE for 5 animals. *P<0.05 compared with the 
mean of pre-injection values.

Fig. 4. Plasma concentrations of follicle stimulating hormone (FSH) 
in response to i.v. injections of Kp10 (5 μg/kg BW) on day 0 and day 
2 in cows. Arrows indicate the time of injection (0 min). Each value 
represents the mean ± SE for 5 animals.

LH 濃度の変化を Fig. 3 に示した。Day 0 と Day 2 とも
Kp10 投与後，LH 濃度の有意な上昇が見られた。Day 0
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では投与後 10 ～ 30 分間の LH 濃度は投与前の値（0.58 ±
0.04 ng/ml）に比べ有意に高く，投与後 30 分間でピーク
値（1.42 ± 0.17 ng/ml）が見られた（P<0.05）。Day 2 の
LH 放出反応は Day 0 とほぼ同様で，Kp10 投与後 10 ～
40 分間の LH 濃度は投与前の値（0.63±0.04 ng/ml）に
比べ有意に高く，投与後 30 分間でピーク（1.29 ± 0.15 ng/
ml）が見られた（P<0.05）。投与後 60 分間内の AUC に
は Day 0 および Day 2 の間で有意差は見られなかった。
Kp10 投与後の FSH 濃度は，Day 0 および Day 2 とも投
与前に比べ高くなる傾向が見られた（Fig. 4）。

３．未経産牛における Kp10 投与後の血中 LH および
FSH 濃度の変化

Day 0 と Day 2 に Kp10 を未経産牛に投与した時の血
中 LH 濃度の変化を Fig. 5 に示した。Day 0 と Day 2 と
も Kp10 投与後，LH 濃度の有意な上昇が見られた。Day 
0 では投与後 10 ～ 30 分間の LH 濃度は投与前の値（0.46
± 0.04 ng/ml）に比べ有意に高く，投与後 20 分間でピー
ク値（1.04 ± 0.19 ng/ml）が見られた（P<0.05）。Day 2 の
LH 放出反応は Day 0 とほぼ同様で，Kp10 投与後 10 ～
30 分間の LH 濃度は投与前の値（0.65±0.05 ng/ml）に比
べて有意に高く，投与後 20 分間でピーク（1.40 ± 0.22 ng/
ml）が見られた（P<0.05）。投与後 60 分間内の AUC に

は Day 0 および Day 2 の間で有意差は見られなかった。
Kp10 投与後の FSH 濃度は，Day 0 および Day 2 とも投
与前に比べ高くなる傾向が見られた（Fig. 6）。

経産牛と未経産牛の Kp10 投与後の LH および FSH 放
出反応には有意差は見られなかった。

考　察

Kp10 の GTH 放出作用は牛においては，春機発動期前
の 7 ヵ月齢の雌牛（Kadokawa ら，2008），4 ～ 6 ヵ月齢
の雌雄子牛（Ezzat ら，2009），卵巣除去された成熟雌牛

（Whitlock ら，2008）で報告されているだけで，卵巣が機
能している成熟雌牛での反応はまだ検討されていない。本
研究では CIDR により発情周期を調整した経産牛および
未経産牛においても，Kp10 は LH を放出させること，ま
た LH のように明瞭ではないが FSH も上昇する傾向が見
られることを初めて明らかにした。また，本研究の結果は
Kp10 が P4 濃度に関わらず経産牛および未経産牛の LH
を放出させることも示し，P4 による GnRH 分泌の抑制が
ある状態でも Kp10 は GnRH を介して GTH 分泌刺激作用
を有していることが示唆された。

Kp10 を経産牛の静脈内に投与すると Day 0 および Day 
2 とも LH 濃度は急激に上昇し，投与後 10～30 分間で投
与前の値に比べ有意に高い値を示した。また，Kp10 を未
経産牛に投与すると経産牛と同様に LH 濃度は上昇し，投

Fig. 6. Plasma concentrations of FSH in response to i.v. injection of 
Kp10 (5 μg/kg BW) on day 0 and day 2 in heifers. Arrows indicate 
the time of injection (0 min). Each value represents the mean ± SE for 
5 animals.

Fig. 5. Plasma concentrations of LH in response to i.v. injection of 
Kp10 (5 μg/kg BW) on day 0 and day 2 in heifers. Note that the AUC 
of LH for the 60-min period after treatment on day 0 and day 2 is 
also indicated in the figure. Arrows indicate the time of injection (0 
min). Each value represents the mean ± SE for 5 animals. *P<0.05 
compared with the mean of pre-injection values.
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与後 10 ～ 40 分間で投与前に比べ有意に高い濃度を示し，
経産牛と未経産牛の LH 放出反応には有意差は見られな
かった。このように，本研究の結果から成熟後の雌牛では
経産牛と未経産牛で Kp10 による LH 放出作用には明瞭な
差が見られないことが分かった。

本研究の結果を春機発動期前の雌牛の結果（Ezzat ら，
2009）と比較すると，Kp10 投与後の LH 放出の推移には
差は見られないが，ピーク時の LH 濃度は経産牛と未経産
牛とも春機発動期前の雌牛（7.2 ± 1.2 ng/ml）に比べ低い
ことがわかった。ラット（Han ら，2005）や雌羊（Caraty
ら，2007）では Kp10 の LH 放出作用は春機発動期に比べ
成熟後は低くなることや，卵巣除去した成熟雌牛において
は Kp10 による LH 放出反応は春機発動期前の雌子牛の約
1/20 であること（Whitlock ら，2008）から，牛において
も性成熟に達すると Kp10 による LH 放出反応は低くなる
ことが示唆された。キスペプチンは GnRH ニューロンを
介して GTH を放出させること（Gottsch ら，2006；Smith
ら，2006a；Caraty と Franceschini，2008），ラットでは
春機発動期前に GnRH 受容体 mRNA の発現が高まるこ
と（Zapatero-Caballero ら，2003，2004）から，牛におい
ても春機発動期前には GnRH 受容体の発現が高いのかも
しれない。性成熟後の牛で Kp10 による LH 放出反応が低
くなることに関しては今後さらに検討する必要がある。

本研究では発情周期における性ステロイドホルモンの
影響を考慮し CIDR により発情周期を調節し，異なる P4

濃度下において Kp10 をそれぞれ投与した。Day 0 の P4

濃度は Day 2 に比べ有意に高かったが，Kp10 投与による
LH 放出反応は経産牛および未経産牛とも有意な変化は見
られなかった。ラット，マウス，雌羊において，卵巣除去
すると弓状核（ARC）の Kiss1 mRNA の発現が増加し，
エストラジオール処置により元に戻ることが報告されて
い る（Smith ら，2005，2006b，2007；Maeda ら，2007）。
また，雌ラットとマウスにおいて卵巣除去すると前腹側室
周囲核（AVPV）の Kiss1 mRNA の発現が減少し，エス
トラジオール処置によって元に戻ることも報告されている

（Smith ら，2005；Maeda ら，2007）。これらの神経核には
GnRH ニューロンが存在すること（Clarkson と Herbison，
2006），またキスペプチンの受容体である GPR54 は GnRH
ニューロンにも発現すること（Irwig ら，2004；Han ら，
2005；Smith，2009）など か ら Kiss1 mRNA の 発 現 と
GTH 分泌は性ステロイドの影響を受けることが考えられ
る。しかし，本実験の P4 濃度の作用範囲内では，Kp10
の LH 放出作用に及ぼす P4 の影響は明らかでなかった。

本研究では，Kp10 投与による有意な FSH 放出作用は
見られなかったが，Kp10 の投与により FSH は上昇する
傾向にあった。Kp10 をラットの中枢に投与すると有意な

FSH 放出反応が見られるが，その反応は LH の約 1/100
である（Navarro ら，2005）。また，著者らの実験では春
機発動期前の雌雄牛（Ezzat ら，2009）に Kp10 を投与
すると有意な FSH 放出反応が見られたが LH の放出反応
に比べると弱かった。本研究でも，反応は弱いが FSH も
LH と同様に放出されることが示唆された。FSH の分泌
は LH と異なり，卵胞から分泌されるインヒビンやアクチ
ビンによっても修飾される（Ghosh ら，1996）。本研究で
は卵巣が機能している成熟牛を供試しているため，インヒ
ビンやアクチビンなどの影響を受け，春機発動期前の雌雄
牛のような明瞭な FSH 放出反応が見られなかった可能性
が考えられた。

本研究では経産牛および未経産牛でも Kp10 の静脈内
投与は LH を放出させること，および LH のように明瞭で
はないが FSH も上昇する傾向の見られることを初めて明
らかにした。また，本研究の結果は Kp10 が P4 濃度に関
わらず LH を放出させることも示し，雌牛の Kp10 を介し
た新しい生殖生理機構の一端を明らかにした。
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and follicle stimulating hormone in cows and heifers
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The present study aimed to clarify the effect of kisspeptin-10 (Kp10) (a shorter variant of kisspeptin 

retaining full biological activity) on the release of luteinizing hormone (LH) and follicle stimulating 

hormone (FSH) in adult female cattle. The experiments were performed using five cows (49.7 months 

old) and five heifers (11.8 months old) treated with a controlled internal progesterone releasing device 

(CIDR) for 7 days. The animals received a single intravenous injection of Kp10 (5 μg/ kg BW) on the 

day of the CIDR’s removal (day 0) and 2 days later (day 2). Plasma concentrations of progesterone (P4) 

were higher on day 0 than day 2 in cows (2.09 ng/ml vs 0.30 ng/ml) and heifers (2.29 ng/ml vs 0.35 ng/

ml) (P<0.05). Kp10 significantly stimulated the release of LH on day 0 and day 2 in cows and heifers 

(P<0.05). Plasma LH levels reached a peak 20 - 30 min after the injection, and then gradually returned 

to basal values. The secretory pattern of LH in response to Kp10 in heifers was similar to that in cows. 

The injection of Kp10 tended to stimulate the release of FSH in cows and heifers; however, it did not 

alter plasma concentrations of FSH significantly throughout the experiment. These results show that 

Kp10 can stimulate the release of LH in adult female cattle regardless of plasma P4 concentrations.

Key words: Cow, FSH, Heifers, Kisspeptin-10, LH


