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研究成果の概要（和文）：今回の研究で、世界で初めてグレリン分泌細胞株 MGN3-1 の樹立
に成功した。この細胞では、生理的修飾を受けたグレリンが、生理的調節を維持した状態で分
泌され、グレリンの生合成分泌機構解明のための有用な研究ツールとなると考えられた。さら
に、この細胞を用いたスクリーニングにより、オキシトシン、エピネフリン、ドーパミンがグ
レリン分泌を刺激することを見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a ghrelin producing cell line MGN3-1, 
which secretes high amount of ghrelin with physiological acyl-modification and maturation 
under the physiological regulation, making this cell line one of the best tools to study the 
mechanisms of ghrelin production and secretion in vitro. Further, we examined the effects 
of peptide hormones and neurotransmitters on ghrelin secretion from MGN3-1 cells and 
found that oxytocin, epinephrine and dopamine significantly stimulated ghrelin secretion 
from MGN3-1 cells in vitro.  
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１．研究開始当初の背景 
 グレリン血中濃度は、絶食で上昇し、再摂
食で低下する、あるいは、やせで上昇し肥満
で低下することから、グレリン分泌は、短期、
長期のエネルギーバランスによって調節を
受けることが示唆されてきた。しかし、具体
的な直接のグレリン分泌調節因子や、細胞レ
ベルでのグレリン生合成、分泌調節機構には、
適当な in vitro での実験系が存在しないこと

もあり、不明な点が多かった。 
 
２．研究の目的 
 グレリン分泌細胞株を樹立することで、細
胞レベルでのグレリン生合成、分泌調節機構
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 前年度までに、グレリンプロモーターの下
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流に発癌遺伝子 SV40T抗原を結合したコンス
トラクトを用いて、グレリン産生細胞腫瘍化
トランスジェニックマウスを作成した。
SV40T 抗原によって増殖した、グレリン分泌
細胞由来の腫瘍を採取、コラゲナーゼ、ディ
スパーゼにて消化、10%FBS 入り DMEM を用い
て 37℃10%CO2の条件下で培養した。さらに、
混在する間葉系細胞を分離排除し、限界希
釈法にて、クローン化を行い、細胞株を樹
立した。樹立した細胞株に、ペプチドホルモ
ン、神経伝達物質を添加培養、メディウム中
のグレリン濃度を RIA 法で測定し、これらの
因子が、グレリン分泌へ与える影響を検討し
た。 
 
４．研究成果 

 前年度までにすでに完成済みであった、

グレリン産生細胞腫瘍化トランスジェニッ

クマウス（岩倉ら、Am J Physiol Endocrinol 

Metab 2009年）の胃に発生したグレリン産生

腫瘍を採取し、コラゲナーゼ、ディスパー

ゼを用いて、消化、個々の細胞に分離した

後、10%FBS入りDMEMを用いて37℃10%CO2の

条件下で培養した。混在する間葉系細胞を

除去した後、96 wellを用いて限界希釈法に

より、サブクローニングした。 
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樹立した細胞株MGN(mouse 

ghrelinoma)3-1(図１)は、PCR法によって、

グレリン遺伝子の発現が認められた。免疫

染色法によっては、グレリン様免疫活性が

認められ、また細胞内のグレリン濃度の測

定では、これまでにグレリン産生が報告さ

れていたヒト甲状腺髄様癌由来のTT細胞株

と比較して、約5000倍という高いグレリン

産生能を示した(図2)。 
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グレリンは、3番目のセリン残基にオクタ

ン酸修飾を有し、この修飾がグレリン受容

体GHS-Rを介した生理活性発揮には必須で

ある。今回樹立した細胞株は、このオクタ

ン酸修飾に関わるGhrelin 

O-acyltransferase (GOAT)を発現しており

、実際に産生されたグレリンはオクタン酸

修飾を正常に受けていた。また、グレリン

のプロッセッシングに関わるプロホルモン

コンバターゼ1/3の発現も認められ、プロッ

セッシングに問題が無いことも確認した。

nudeマウスの皮下へこの細胞を移植したと

ころ、血中グレリン濃度は上昇し、摂食量

は有意に上昇し、この細胞によって産生さ

れたグレリンが生理活性を持つことを確認

した。 

また、インスリン、ソマトスタチンをこ

の細胞へ添加培養したところ、グレリン分

泌は有意に抑制され、in vivoである程度確

立している、インスリンおよびソマトスタ

チンによるグレリン分泌抑制が、この細胞

においても維持されていることを確認した

。 

今回樹立に成功した細胞は、世界で初め

てのグレリン分泌細胞由来の細胞株であり

、高いグレリン産生能、生理的なグレリン

のプロセッシング、アシル化機構、少なく

ともインスリン、ソマトスタチンによる分

泌調節機構を維持しており、グレリン産生

機構、分泌調節機構の解明のための有用な

in vitroの研究ツールとなることが期待さ

れた。 
引き続いて、今回樹立した細胞株を用いて、

ペプチドホルモン、神経伝達物質が、グレリ
ン分泌に与える影響について検討を行った。
今回、検討を行ったペプチドホルモンのうち、
オキシトシンおよびバゾプレッシンは
MGN3-1 細胞よりのグレリン分泌を有意に刺



激した。（図 3） 
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MGN3-1 細胞では、バゾプレッシン受容体は
発現しておらず、オキシトシン受容体のみが
発現していること、また、オキシトシン受容
体 ア ン タ ゴ ニ ス ト
[d(CH2)5

1,Tyr(Me)2,Orn8]-oxytocin によりバ
ゾプレッシンのグレリン分泌刺激作用は減
弱することから、バソプレッシンの作用は、
交差反応であると考えられ、オキシトシンが
グレリン分泌刺激作用を持つと考えられた。 
神経伝達物質では、エピネフリンおよびド

ーパミンがグレリン分泌を有意に刺激する
ことを見いだした。(図 4) 
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MGN3-1 細胞は、RT-PCR 法で、アドレナリ

ンα1a受容体およびβ1受容体を発現してお
り、非選択的βアゴニスト isoproterenol、
β1アゴニスト denopamine では、グレリン分
泌が有意に増加したものの、α1 アゴニスト
phenylephrine、α2 アゴニスト clonidine、
α1a アゴニスト A61603 ではグレリン分泌が
刺激されないこと、一方で、エピネフリンに
よるグレリン分泌刺激作用は、β1 アンタゴ
ニスト atenololによって減弱することから、
エピネフリンの作用は、アドレナリンβ1 受
容体を介することが示唆された。一方で、
MGN3-1 細胞は、ドーパミン D1a 受容体、D2
受容体遺伝子を発現しており、非選択的ドー
パミンアゴニスト apomorphine および D1a ア

ゴニスト fenoldopam ではグレリン分泌が刺
激 さ れ る が 、 D2 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト
bromocriptine ではグレリン分泌が刺激され
ないこと、ドーパミンによるグレリン分泌刺
激作用は、D1受容体アンタゴニスト SKF83566
によって減弱することから、ドーパミンの作
用は D1 受容体を介することが示唆された。
グレリン遺伝子発現に関しては、オキシトシ
ン、エピネフリン、ドーパミンのいずれも明
かな作用は認められず、これらの因子は、グ
レリンの産生ではなく、分泌を主に刺激する
と考えられた。 
今回の検討により、グレリン分泌を直接刺

激する因子 3つが明らかとなり、グレリンの
エネルギー代謝調節等における生理的役割
を理解する上で、非常に有用な知見であると
考えられた。 
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