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研究成果の概要（和文）：本研究では炎症性サイトカインと神経内分泌細胞の関係性に着目し、IL-18受容体α
鎖（IL-18Rα）とIL-18発現細胞の同定を行った。IL-18RαはGnRHニューロンの約60％、IL-18は全てのGnRHニュ
ーロンに発現することが明らかになった。次にGnRH産生細胞株であるGT1-7細胞においてIL-18とIL-18Rαの発現
を確認した。またGT1-7細胞においてはTNF-α, IL-1β, IL-6とその受容体の発現についても認められた。以上
の結果から、上記の炎症性サイトカインはオートクラインあるいはパラクラインによりGnRHニューロンの機能を
直接調節している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We focused on the relationship between inflammatory cytokines and 
neuroendocrine cells, and identified IL-18Rα-expressing and IL-18-expressing cells in the male 
mouse and rat forebrain. IL-18Rα was expressed in approximately 60 % of GnRH-immunopositive 
perikarya, and IL-18 was distributed in all GnRH-immunopositive perikarya. We next confirmed the 
expression of IL-18 and its receptor in GT1-7 cells, a GnRH-producing cell line. We also detected 
the expression of other inflammatory cytokines, TNF-α, IL-1β and IL-6, and their receptors in 
GT1-7 cells. Our observations indicate that these inflammatory cytokines may exert direct effects 
upon GnRH neurons via their specific receptors. There is a possibility that these cytokines regulate
 the function of GnRH neurons in an autocrine or paracrine manner.

研究分野： 神経内分泌学

キーワード： GnRHニューロン　炎症性サイトカイン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
哺乳動物の生殖機能は視床下部－下垂体

－性腺軸（HPG 軸）により制御されている。
視床下部から分泌される性腺刺激ホルモン
放出ホルモン（GnRH）は下垂体前葉のゴナ
ドトロフの機能の調節に直接関わる重要な
ホルモンである。GnRH を分泌する神経内分
泌細胞、すなわち GnRH ニューロンの細胞体
は視床下部視索前野を中心に存在し、同じく
視床下部の正中隆起にその軸索終末を伸ば
し、ホルモンを分泌する。したがって視床下
部に局在する GnRH ニューロンの機能調節
メカニズムを明らかにすることは、生殖機能
の向上や中枢に起因する生殖機能障害の病
態解明、さらには新しい治療法の開発につな
がると考えられる。 
ストレスは生殖機能の低下を引き起こす

大きな要因となっている。これはストレスが
GnRH のパルス状分泌を抑制し、下垂体から
黄体刺激ホルモンの分泌を抑えるためであ
る（Li et al., 2010）。ストレスにより引き起
こされる GnRH の分泌低下は、主に副腎から
分泌されるグルココルチコイドに起因する
と考えられている（Calogero et al., 1999）が、
詳細な機序について不明な点が多く、ストレ
ス下における GnRH の分泌抑制に関しては
さらなる解明が必要である。近年、ストレス
により脳内炎症が引き起こされることが報
告されており（ Bartfai et al., 2007 、
Nakatomi et al., 2014）、末梢グルココルチ
コイド以外にもストレスにより脳内で産生
される炎症性サイトカインが GnRH ニュー
ロンに直接作用してストレス応答を引き起
こす可能性が示唆される。 
インターロイキン（IL）-18 はインターフ

ェロン-γを誘導する因子として発見された
炎症性サイトカインである（Okamura et al., 
1995）。IL-18 は免疫系の細胞だけでなく、
脳においても恒常的に発現し、脳損傷やスト
レスによって増加することが報告されてい
る（Sugama et al., 2007）。また IL-18 ノッ
クアウトマウスの解析により、IL-18 には中
枢神経系を介した食欲抑制作用があり
（Netea et al., 2006）、IL-18 は脳において記
憶や長期増強に関係することが分かってい
る（Cumiskey et al., 2007）。以上のことか
ら IL-18 は神経細胞に直接作用し、その機能
を調節するはたらきがあると考えられる。 
一方、IL-18 受容体は脳に広範に分布する

ことが報告されている（Alboni et al., 2009, 
2011）。しかし、これらの報告は IL-18 受容
体が脳においてどの細胞タイプに発現する
かなど詳細な同定には至っておらず、視床下
部における神経内分泌細胞との関連につい
ては未だ分かっていない。また IL-18 以外の
IL-1β, IL-6, TNF-αなどの炎症性サイトカ
インについても同様であり、GnRH ニューロ
ンの機能に対するそれらの炎症性サイトカ
インの作用は不明である。 
 

２．研究の目的 
本研究では、視床下部における IL-18 とそ

の受容体の発現細胞を明らかにすることを
目的とする。また、マウス由来 GnRH ニュー
ロンの不死化細胞株として樹立された
GT1-7 細胞における炎症性サイトカインと
その受容体の発現を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）視床下部における IL-18 とその受容体
の発現細胞の同定 
マウスおよびラットの脳の組織切片を用

いて、in situ hybridization 法ならびに免疫
組織化学法を行い、視床下部における IL-18
受容体α鎖（IL-18Rα）および IL-18 の
mRNA, タンパク質の発現を観察した。さら
にニューロンやグリアのマーカーとの蛍光
二重染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡にて
観察することにより、IL-18Rα発現細胞なら
びに IL-18 産生細胞の同定を試みた。 
 
（２）GT1-7 細胞における炎症性サイトカイ
ンとその受容体の発現 
 マウス由来 GnRH ニューロンの不死化細
胞株として樹立された GT1-7 細胞（Mellon 
et al., 1990）を用いて以下の実験をおこなっ
た。GT1-7 細胞を培養後、細胞を回収し、
TRIzol を用いて total RNA を抽出した。そ
の後、逆転写酵素を用いて cDNA を作成し、
主要な炎症性サイトカイン（IL-18, IL-1β, 
IL-6, TNF-α）とその受容体に対するプライ
マーを用いて PCR を行い、mRNA の発現の
有無を検討した。また IL-18 と IL-18Rαに
対しては、（１）の実験で用いた抗体を使用
し、Western blot 法を行い、タンパク質の検
出を試みた。 
 
（３）TNF-αによる GT1-7 細胞への影響の
検討 
 （２）の結果から、mRNA の発現量が比較
的高かった TNF-α受容体に着目して実験を
行った。GT1-7 細胞を 3 日間培養後、リコン
ビナント TNF-αを 0, 10, 20, 40ng/ml の濃
度でそれぞれ培養液中に添加し、30 分後、4％
パラフォルムアルデヒドで細胞を固定した。
その後、転写因子である NF-κB p65 に対す
る抗体を用いて蛍光免疫染色を行い、NF-κ
B p65 の細胞内の局在について共焦点レーザ
ー顕微鏡を用いて詳細に観察した。 
 
４．研究成果 
（１）視床下部における IL-18 とその受容体
の発現細胞の同定 

in situ hybridization 法ならびに免疫組織
化学法の結果より、視床下部において、IL-18
および IL-18RαのmRNA,とタンパク質の発
現が観察された。IL-18Rαと GnRH の抗体
を用いた二重染色の結果より、IL-18Rαは約
60％の GnRH ニューロンに発現することが



分かった。一方、IL-18 に関してはこれまで
の報告により、脳では主に Iba-1 陽性のミク
ログリアに発現し、損傷やストレスにより発
現が増強することが分かっている（Sugama 
et al., 2007）。今回の研究において IL-18 は
ミクログリアだけでなく GnRH ニューロン
にも発現することが明らかになった。また本
実験で用いた正常動物ではミクログリアに
おける IL-18 タンパク質の発現は微弱であっ
たが、GnRH ニューロンにおいては全ての細
胞で IL-18 陽性反応が認められ、その反応性
はミクログリアに比べ、非常に強かった。こ
のことから、GnRH ニューロンは、非炎症下
においても IL-18 をタンパク質レベルで高発
現し、オートクラインあるいはパラクライン
により、GnRH ニューロンに作用する可能性
が示唆された。 
今後はストレス負荷時に GnRH ニューロ

ンに発現する IL-18 がどのような変化を示す
のかを検討する予定である。また IL-18 以外
の炎症性サイトカインについても視床下部
における受容体の発現を組織化学的に検討
する予定である。 
 
（２）GT1-7 細胞における炎症性サイトカイ
ンとその受容体の発現 
 IL-18, IL-1β, IL-6, TNF-αに対する各受
容体の mRNA の発現を RT-PCR 法により検
討した結果、GT1-7 細胞において検討を行っ
たすべての受容体の発現が確認された。また
IL-18Rαに関しては、Western blot 法によっ
て、タンパク質レベルでの発現が確認できた。
以上の結果から、上記の炎症性サイトカイン
は GT1-7 細胞に直接作用する可能性が考え
られた。 
一方、GT1-7 細胞において各炎症性サイト

カインの発現についても RT-PCR 法により
検討を行ったところ、IL-1β, IL-6, TNF-α
は微弱ながら mRNA の発現が確認できた。
なかでも IL-18 mRNA は他の炎症性サイト
カインに比べその発現が極めて高く、
Western Blot 法によりタンパク質の発現も
確認できた。この結果は（１）の in vivo に
おける結果を反映しており、GnRH ニューロ
ンにおける IL-18 の機能を解析する上で
GT1-7 細胞はよいモデル細胞になり得ると
考えられる。 
 
（３）TNF-αによる GT1-7 細胞への影響の
検討 
（２）の結果から、mRNA の発現量が比較

的高かった TNF-α受容体に着目して TNF-
αの添加実験を行った。GT1-7 細胞において、
転写因子である NF-κB p65 に対する抗体を
用いて免疫染色を行った結果、NF-κB p65
は TNF-αを添加していない状態では細胞質
に局在することが分かった。TNF-αの添加
により、検討を行ったいずれの濃度において
も NF-κB p65 の発現は核内に局在すること
が明らかになった。この結果は、TNF-αに

よって NF-κB p65 が細胞質から核内へ移行
したことを示している。TNF-αは GT1-7 細
胞に直接作用し、様々な遺伝子発現に影響を
及ぼす可能性が考えられた。 
 今後はTNF-α添加によるGnRHの合成や
分泌への影響を検討するとともに、他の炎症
性サイトカインについても同様の実験を行
っていく予定である。 
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