
背景・目的

視床下部弓状核ニューロペプチドY

（NPY）ニューロンは，摂食亢進に重要

な役割を果たしている．空腹時におい

てNPYの分泌は増加し1），また，NPY

の脳室内投与は強い摂食亢進を引き起

こす2）．摂食亢進物質グレリンは食前

に血中濃度が上昇し3），グレリンの脳室

内投与により摂食が亢進する4, 5）．グレ

リンの受容体は，NPYニューロンの

94％に発現しており6），グレリンによ

る摂食亢進はNPY受容体拮抗薬によっ

て阻害されることから7, 8），グレリンは

NPYニューロンを介して摂食を亢進さ

せると考えられる．一方，脂肪細胞か

ら産生される摂食抑制物質レプチン

は，脳を介して摂食抑制を起こし9），

レプチン受容体はNPYニューロンに豊

富に発現している10）．レプチン受容体

欠損マウスの弓状核にレプチン受容体

を発現させると，摂食と体重が減少す

ることから11），弓状核におけるレプチ

ンの作用が摂食と体重の調節に重要で

あると考えられる．このように，グレ

リンとレプチンは，NPYニューロンへ

の作用を介して生理的な摂食調節に関

与していると考えられるが，NPYニュ

ーロンにおける各々の作用機序および

両ホルモンの相互作用は十分に解明さ

れていない．そこで我々は，グレリン，

レプチンのNPYニューロンに対する直

接作用とシグナル伝達機構，および，

グレリン，レプチンの相互作用の解析

を行った12, 13）．

方　法

多種類のニューロンが混在する脳よ

りNPYニューロンを純粋に観察するた

め，以下の「ニューロン同定―機能解

析法」を用いた．成熟ラットより弓状

核ニューロンを単離し，Ca2＋感受性蛍

光色素fura-2を用いた蛍光画像解析に

より細胞内Ca2＋濃度（［Ca2＋］i）の測定を

行って細胞活性をモニターし，灌流下

にホルモンを添加してその作用を調べ

た．［Ca2＋］iの測定後，抗NPY抗体を

用いた免疫染色を行ってNPYニューロ

ンを同定し，ホルモン反応性細胞に占

めるNPYニューロンの割合を調べ，さ

らにNPYニューロンのホルモンに対す

る［Ca2＋］i応答を解析した．

NPYニューロンにおけるレプチン投

与によるSTAT3の活性化を，STAT3

のリン酸化により調べた．レプチン（20

μg/20μl生食/ラット，2μg/2μl/マウ

ス）を脳室内投与し20分後に固定した．

リン酸化STAT3（pSTAT3）の免疫染

色とNPY mRNAのin situハイブリダ

イゼーションを同一切片で行った．

in vivo摂食調節における，グレリン，

レプチンとホスホジエステラーゼ3

（PDE3）の関与を調べるため，グレリ

ン（150pmol），または，グレリンおよ

びレプチン（125pmol）を3.5μlの生食に

溶かし，暗期の始めの時刻（19時30分）

にラットの側脳室に投与した．その後，

一晩（14時間）の摂食量を測定した．そ

の際，PDE3の関与を調べる実験にお

いては，その阻害剤cilostamide（2μ

g/3μl生食）をグレリン，レプチン（3.5

μl）と共に投与した．

結　果

グレリン（10－12 M-10－8 M）は濃度依

存性に弓状核ニューロンの［Ca2＋］iを増

加させ，10－10Mにおいて35％の弓状核

ニューロンを活性化した12）．グレリン

誘導性［Ca2＋］i増加が観察された弓状核

ニューロンの約80％はNPY免疫陽性で

あった12）．グレリンによる弓状核ニュ

ーロンの［Ca2＋］i増加は，アデニル酸シ

クラーゼ阻害剤，プロテインキナーゼ

A（PKA）阻害剤，ホスホリパーゼC

（PLC）阻害剤によって抑制されたが，

プロテインキナーゼC阻害剤には影響

されず12, 13），また，細胞外Ca2＋-free条

件下およびN型Ca2＋チャネルの阻害剤

によって抑制されたが，小胞体Ca2＋ポ

ンプ阻害剤には影響されなかった12）．

NPYニューロンにおけるグレリン誘

導性［Ca2＋］i増加は，レプチン（10－12M）

の共添加により抑制された（図１A，B）．

グレリン10－12Mに応答したNPYニュー

ロンの約45％がレプチン10－12Mにより

抑制された（図１C）．グレリン誘導性

［Ca2＋］i増加のレプチン（10－12M）による

抑制が観察された細胞の83％はNPYニ

ューロンであった（図１D）．

レプチンによるグレリン誘導性

［Ca2＋］i増加の抑制は，PI3キナーゼ

（ P I 3 K ）阻害剤； L Y 2 9 4 0 0 2 ，

w o r t m a n n i nと PD E 3阻害剤；

milrinone，cilostamideによって阻害さ
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れた（図２）．一方，MAPキナーゼ阻

害剤；U0126，KATPチャネル阻害剤；

glibenclamide，tolbutamideはレプチ

ンによる抑制作用を変化させなかった

（図２）13）．

弓状核におけるレプチンによるグレ

リン作用の抑制におけるSTAT3の関

与を調べた．レプチンによるNPYニュ

ーロンのSTAT3の活性化の有無を調

べた．レプチンの脳室内投与により

pSTAT3免疫陽性反応は，NPY

mRNA発現ニューロンの27％にみられ

た13）．そこでレプチンによるSTAT3活

性化が［Ca2＋］iの抑制に関与するか否か

について調べた．STAT3阻害ペプチ

ドは，レプチンによるグレリン誘導性

［Ca2＋］i増加の抑制を変化させなかっ

た13）．また，神経特異的STAT3 KOマ

ウスの弓状核ニューロンにおいても，

レプチンによるグレリン誘導性［Ca2＋］i

増加の抑制はwildマウスと同程度に観

察された13）．

グレリン，レプチンによるin vivo摂

食調節と，PDE3の関与について調べ

た．グレリン（150pmol）単独投与後の

摂食量（19.68±0.53，n＝13）は生食（コ

ントロール）投与後の摂食量（17.20±

0.93，n＝11）に比べ有意（p＜0.01）に増

加したが，レプチン（125pmol）単独投

与後の摂食量（13.13±1.08，n＝7）はコ

ントロールに比べ有意（p＜0.01）に減

少した（図３A）．グレリン（150pmol）

とレプチン（125mol）の共投与後の摂食

量（18.16±0.45，n＝7）は，グレリン単

独投与と比べて，有意（p＜0.05）に減

少した（図３A）．グレリン誘導性摂食

亢進のレプチンによる抑制にPDE3が

関与しているか調べるため，PDE3阻

害剤のcilostamide（2μg）を共投与した

ところ，グレリン投与後の摂食量

（23.72±1.30，n＝8）と，グレリンおよ

びレプチン投与後の摂食量（23.93±

0.98，n＝10）は有意な違いはみられな

くなった（図３B）．

考察・結論

グレリンは，弓状核NPYニューロン

を直接活性化し，そのシグナル伝達機
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図１ グレリンよる弓状核NPYニューロンの細胞内Ca2＋増加とそのレプチンによる抑制
A：グレリン10－10Mは弓状核ニューロンの［Ca2＋］iを増加させた．B： レプチン（10－12M）は，グレリンによる［Ca2＋］iの増加

を抑制した（左図）．そして，そのニューロンはNPY免疫陽性ニューロンであった（右図）．スケールバーは10μmを示す．

C：グレリン応答性ニューロンのうちレプチンにより抑制されたニューロンの割合（％）．D：グレリンによる［Ca2＋］i 増加

のレプチンによる抑制を示した弓状核ニューロンにおけるNPYニューロンの割合（％）．（文献13より一部改変して引用）
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図２ レプチンによるグレリン応答の抑制はPI3キナーゼ，PDE3に依存する
A，B：PI3キナーゼ阻害剤のLY294002（50μM）（A）またはwortmannin（100nM）（B）の1時間前処置により，レプチンによるグレリン応答の

抑制はみられなくなった．C：MAPキナーゼ阻害剤U0126（10μM）の30分間前処置では，レプチンの抑制は変化しなかった．D，E：PDE3

阻害剤であるmilrinone（10μM）の30分間前処置（D）およびcilostamide（1μM）の30分間前処置と共添加（E）により，レプチンによるグレリン

応答性［Ca2＋］i増加の抑制が消失した．F：グレリン応答性細胞に占める，レプチン抑制性細胞の数の割合（％）．G：グレリンによる［Ca2＋］i

増加の振幅に対する，レプチンによる［Ca2＋］i低下の振幅の割合（％）で表した［Ca2＋］i抑制率．［Ca2＋］i抑制率は，コントロールと比較して

LY294002（＊p＜0.05），wortmannin（＊＊p＜0.01），milrinone（＊p＜0.05）とcilostamide（＊P＜0.05）の前処置により有意に低下したが，U0126
前処置では有意な違いはみられなかった．Cont：コントロール，LY29：LY294002，Wort：wortmannin，Milr：milrione，Cilo：

cilostamide．（文献13より一部改変して引用）



構としてアデニル酸シクラーゼ，

PKA，PLC，N型Ca2＋チャネルが関与

している．一方，レプチンは，グレリ

ンによるNPYニューロンの活性化を抑

制し，その機序にはPI3KおよびPDE3

が関与している（図４）．STAT3はレ

プチンによってNPYニューロンで活性

化されるが，レプチンによる［Ca2＋］iの

抑制には関与していない．in vivoグレ

リン誘導性摂食亢進のレプチンによる

抑制にPDE3が関与している．

グレリン，レプチンによるNPYニュ

ーロンの正，負の制御と，それらに関

わるシグナル伝達機序は，摂食・代謝

調節に重要な役割を果たしていると示

唆される．中枢性のレプチン慢性投与

によるレプチン抵抗性に視床下部の

PDE3活性の低下が関与しているとい

う報告があり14），本研究で明らかにし

たシグナル伝達機構がレプチン抵抗性

に関与する可能性が示唆される．本研

究は，今後，摂食行動異常，肥満の成

因の解明の手がかりを与えるものであ

る．
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