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研究成果の概要（和文）：本研究では、中枢による生殖制御の要である GnRHニューロンの機
能をミクログリアがプロスタグランジンの合成を介して調節している可能性を検討した。その

結果、GnRH ニューロン細胞体近傍ではミクログリアでのみ COX-1（プロスタグランジン合
成に関わる酵素の１つ）が発現しており、プロスタグランジンは GnRHニューロンの電気生理
学的特性に性周期依存的に影響を与えることが示された。また、感染ストレスによる性腺刺激

ホルモン分泌抑制にミクログリアが関わる可能性が示唆された。本研究によりミクログリアが

生理的条件および感染ストレス条件において、GnRHニューロンの機能を調節する可能性が示
唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The present studies were aimed to examine whether microglia may 
be involved in regulation of functions of GnRH neurons which govern reproductive 
functions. We revealed that cyclooxygenase (COX) -1 immunoreactivity in the vicinity of 
GnRH neurons was almost entirely localized in microglia in the preoptic area, and 
prostaglandin E2, which is one of the products catalyzed by COX, modulated 
electrophysiological properties of GnRH neurons in an estrus cycle-dependent manner.  
We also found pretreatment of an inhibitor of microglial activation reversed suppression of 
gonadotropin secretion by inflammatory stress.  These results suggest that microglia may 
be involved in regulation of GnRH neural function in both physiological and inflammatory 
conditions. 
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する最近の研究により、グリア細胞の役割が
ニューロンの栄養作用・支持作用・貪食作用
にとどまらないことが明らかになりつつあ
る。ミクログリアは、これまでの炎症や変性
疾患により活性化され、炎症反応や変性・細
胞死に関与すると考えられてきたが、最近は
神経新生や空間学習などへの関与が示唆さ
れ、非病理的状態での機能が明らかにされつ
つある。 
グリア細胞と GnRH ニューロンの相互作

用に関しても活発に研究されているが、それ
らのほとんど全てはアストロサイトの役割
に関するものであり、ミクログリアによる
GnRH ニューロンの機能調節についての報
告は殆ど無い。 
申請者らは、ゴナドトロピン分泌調節の神

経分泌機序について研究を重ねる過程で、プ
ロスタグランジン合成の律速酵素シクロオ
キシゲナーゼ(COX)の非選択的阻害薬インド
メタシンおよび COX-1 選択的阻害薬フルル
ビプロフェンが、ラットの排卵性ゴナドトロ
ピンサージ発現時に視床下部 GnRH 免疫陽
性細胞数を減少させることを発見した。また、
二重蛍光免疫染色法を用いて、GnRHニュー
ロン細胞体が多く存在する視床下部視索前
野では COX-2 の発現は観察されず、COX-1
はミクログリアに限局して存在すること明
らかにした。 
これらの結果は、ミクログリアに局在する

COX-1 により産生されるプロスタグランジ
ンが、パラクライン的に GnRHニューロンに
作用し、その機能を調節する可能性を示唆す
るものである。これは従来知られていないミ
クログリアの新しい生理機能であり、その解
明は脳のグリア研究発展に重要な意味があ
ると考えるに至った。 
 
 
２．研究の目的 
上記の背景より、本研究では、in vivoおよ

び in vitro実験でGnRHニューロンの機能調
節におけるミクログリアの関与とその機序
を解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) Wistar-Imamichi系雌性ラットより視床
下部視索前野(POA)の切片を作成し、
COX-1と GnRH・ミクログリアのマーカ
ータンパク質であるCD11bとの三重蛍光
免疫組織染色を行い、GnRHニューロン
と COX-1陽性ミクログリアの組織学的関
係を検討した。 

(2) 雌性ラット POAの切片を作成し、ミクロ
グリアにおけるエストロゲン受容体 !お
よび Gタンパク質共役エストロゲン受容
体（GPER）、プロゲステロン受容体の発

現を、ミクログリアのマーカータンパク質
との二重蛍光免疫組織染色法を用いて検
討した。 

(3) 雌性ラット・マウス・モルモットの POA
切片を作成し、COX-1とミクログリアの
マーカータンパク質である Iba-1の二重
蛍光免疫染色を行い、POAにおける
COX-1発現細胞の同定とその種差につい
て検討した。 

(4) GnRHニューロンの株化細胞である
GT1-7細胞にプロスタグランジン(PG)E2
を処置し、リアルタイム PCR法にて
GnRH遺伝子発現の変化を検討した。 

(5) GnRH-EGFPトランスジェニックラット
より POA切片を作成し、パッチクランプ
法にて GnRHニューロンより miniature 
EPSCsを記録し、PGE2処置によるその
変化を観察した。 

(6) ミクログリア活性化阻害薬であるミノサ
イクリンを前投与し、
Lipopolysaccharide(LPS)投与による性ス
テロイド誘起黄体形成ホルモン(LH)分泌
の抑制が回復するかを、経時的に採取した
血清の LH濃度を測定することで検討し
た。 

 
 
４．研究成果 
(1) GnRH ニューロンとシクロオキシゲナー
ゼ(COX)-1 陽性ミクログリアの解剖学的
関係の検討 
申請者らは先行研究で、GnRH ニューロ
ン細胞体が多く存在する POA では
COX-1 はミクログリアのみで発現してい
る こ と を 明 ら か に し た (J 
Neuroendocrinol, 2009)。本研究では、
GnRHニューロンとCOX-1陽性ミクログ
リアの解剖学的位置関係を更に明らかに
するため、GnRH と COX-1、CD11b(ミ
クログリアのマーカータンパク質)の三重
蛍光免疫染色を行い解析した。その結果、
GnRH ニューロンに非常に近接して
COX-1 陽性ミクログリアが存在すること
が明らかになった。COX-1 はニューロン
やアストロサイトには存在しなかった。こ
の結果は GnRH ニューロン近傍のミクロ
グリアが COX-1による PG合成を介して
GnRH ニューロンの調節に関与している
可能性を示唆するものである。(第 89回日
本生理学会およびEndocrine J, 2013にて
発表) 

 
(2) POA ミクログリアにおける性ステロイド
ホルモン受容体発現の検討 
性ステロイドホルモンがミクログリアを
介して GnRH ニューロンの機能調節を行
なっている可能性を検討するため、はエス



トロゲン核受容体 ! または G タンパク質
共役型エストロゲン受容体・プロゲステロ
ン核受容体とミクログリアのマーカータ
ンパク質（Iba-1 または CD11b）との二
重蛍光免疫染色を行い、ミクログリアにお
けるこれら卵巣ステロイド受容体の発現
を解析した。その結果、POA のミクログ
リアにおいてこれら受容体の発現は観察
されなかった。また、卵巣摘出ラットに性
ステロイドを処置した群とセサミオイル
を処置した群において、POAでの COX-1
の細胞局在に大きな差異は観察されなか
った。これらの結果より、ミクログリアに
よる GnRH ニューロン機能調節は性ステ
ロイドホルモン非依存的である可能性が
示唆された。(第 89回日本生理学会および
一部は Endocrine J, 2013にて発表) 
 

(3) POA におけるミクログリアでの COX-1
発現の種差の検討 
COX-1発現細胞種およびそのGnRHニュ
ーロンとの解剖学的関係について、動物種
差を雌ラット、マウス、モルモットを用い
て免疫組織化学的に検討した。POA の脳
実質内ではラット、マウス、モルモットと
も COX-1 はミクログリアでのみ発現し、
ミクログリアの関与の普遍性が示唆され
た。モルモットでは血管内皮様細胞の一部
でも COX-1 の発現が観察された。(第 34
回日本神経科学大会にて発表) 
 

(4) GT1-7細胞における PGE2による GnRH
遺伝子発現の変化の検討 
本研究は当初、成体マウス視床下部より単
離したミクログリアを用いた実験を計画
し、単離・培養の条件検討を重ねたが、純
度の高いミクログリアを高生存率で得る
ことが困難であった。そこで、COX-1 陽
性ミクログリアからの分泌が予想される
PGE2を GT1-7細胞へ処置し、GnRH遺
伝子発現をリアルタイム PCR法にて検討
したが、PGE2の処置による明確なGnRH
遺伝子発現の変化は観察されなかった。 
 

(5) PGE2処置による視索前野 GnRHニュー
ロンの電気生理学的特性の変化の検討 
上記組織学的な研究結果は、ミクログリア
の COX-1を介して作られた産物がパラク
ライン的に GnRH ニューロン細胞体に作
用していることを示唆するものである。そ
こで、COX-1 の代謝産物の１つである
PGE2 が GnRH ニューロンの電気生理学
的特性に実際に影響をあたえるのかを、
GnRH-EGFP トランスジェニックラット
より作成した視索前野のスライスを用い
て検討した。その結果、!PGE2 処理は
GnRHニューロンの miniature EPSCの

振幅には影響を与えない、"発情休止期の
ラット由来 GnRH ニューロンでは PGE2
処理により miniature EPSC の頻度は減
少する、#発情前期ラット由来 GnRH ニ
ュ ー ロ ン で は PGE2 処 理 に よ り
miniature EPSC の頻度が有意に上昇す
る 、 $ こ の miniature EPSC は
CNQX(AMPA/カイニン酸受容体拮抗薬)
によりほぼ喪失すること、を見出した。こ
れらの結果により、PGE2 が GnRH ニュ
ーロンへのグルタミン酸を介した神経伝
達を修飾する可能性があること、およびそ
の修飾作用は性周期によって異なること
が示唆された。(第 90回日本生理学会にて
発表) 
 

(6) 感染ストレスによる LH 分泌抑制へのミ
クログリアの関与の検討 
LPS 投与による LH 分泌抑制にミクログ
リアの活性化が関与するのかをミノサイ
クリンを用いて検討した。その結果、ミノ
サイクリンの前投与により低濃度 LPS 投
与による LH サージ状分泌抑制は減弱し
たが、高濃度 LPS による抑制は維持され
ることが示された。また、ミノサイクリン
の前投与は LPS による血中サイトカイン
の上昇に影響しないことが示された。これ
ら結果より感染ストレスによる LH 分泌
抑制の一部にミクログリアが関与する可
能性が示唆された(第 90 回日本生理学会
にて発表、 論文投稿準備中)。 

 
GnRHニューロン機能のアストログリア

による修飾は広く研究されているが、脳内の
細胞の 15%を占める細胞集団であるミクロ
グリアによる修飾については殆ど報告がな
かった。本申請課題により、ミクログリアが
生理的条件および感染ストレス条件におい
て、GnRHニューロンの機能を調節する可能
性が示唆された。 
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