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研究成果の概要（和文）：プロスタグランジン（PG）F2αがオリゴデンドロサイトの生理的機能に関わっているとの仮
説を検証した。中枢神経系の主なPGF2α合成酵素であるprostamide/PGF synthaseがオリゴデンドロサイト系譜細胞に
存在し、PGF2αが合成されていること、PGF2αに反応してオリゴデンドロサイトで細胞内Caが上昇することを示した。
Prostamide/PGF synthaseノックアウトマウスを用いた初代培養実験から、オリゴデンドロサイト前駆細胞の分化初期
段階の生存維持にPGF2αが必要であることが示唆された。一方、OPCからの成熟過程にはPGF2αの存在は必須ではなか
った。

研究成果の概要（英文）：Physiological roles of prostaglandin (PG) F2alpha in central nervous system have n
ot been elucidated. We studied the function of PG2alpha in oligodendrocyte-lineage cells, since our previo
us study revealed oligodendroglial localization of prostamide/PGF synthase, a major PGF2alpha-producing en
zyme in mouse central nervous system. We confirmed expression of prostamide/PGF synthase, production of PG
F2alpha, and an increase in intracellular calcium concentration in response to exogenous PGF2alpha, in oli
godendrocytes. PGF2alpha seemed to be essential for survival of oligodendrocyte-lineage cells in their ear
ly development, since oigodendrocyte precursors from prostamide/PGF synthase-knockout mice were not able t
o survive without PGF2alpha supplementation. In contrast, oligodendrocyte-lineage cells from knockout mice
 showed normal maturation in response to differentiation stimuli.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
（１）中枢神経系には脂質メディエーターが
豊富に存在することが知られている。中でも
プロスタグランジン（PG）類は、睡眠や体温
調節などの生理的機能に加え、興奮毒性刺激
の際に大量に産生され、病的な状態において
も何らかの機能を持つと考えられる。しかし、
PG 類の中でも中枢神経系における産生量が
多い PGF2αに関しては、その生理的機能や病
態時における役割はほとんど未知である。 
 
（２）我々は、中枢神経系における PGF2α

の 主 要な合 成 酵素と し て報告 さ れ た
prostamide/PGF synthase が、成獣マウスの
中枢神経系では主に髄鞘に局在し、培養成熟
オリゴデンドロサイトのミエリン塩基性蛋
白（MBP）陽性の突起部分を中心に発現して
いることを報告した。 
 
（３）以上の背景から、PGF2αがオリゴデン
ドロサイトにおいて何らかの生理的機能に
関わっているとの仮説を立て、これを検証す
るため本研究を計画した。 
  
２．研究の目的 
（１）オリゴデンドロサイトの分化に伴う
PGF2αの合成や受容に関わる分子の発現変化
を明らかにする。 
 
（２）PGF2α受容体のアゴニスト・アンタゴ
ニストによりオリゴデンドロサイトの形
態・機能が変化するか否かを明らかにする。 
 
（３）prostamide/PGF synthase ノックアウ
トマウス由来のオリゴデンドロサイトの形
態・機能の変化を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）生後０～２日の Wistar rat 新生仔大脳
皮質から混合グリア初代培養を行い、10日後
に 200 rpm で 18 時間振盪することによりオ
リゴデンドロサイト系譜細胞を単離した。
PDGF, basic FGF を添加した無血清培地下
で培養することによりオリゴデンドロサイ
ト前駆細胞（OPC）を、甲状腺ホルモンと
CNTF を添加した無血清培地下で培養する
ことにより成熟オリゴデンドロサイトを得
た。 
 
（２）prostamide/PGF synthase ノックアウ
ト（KO）マウス、および野生型（WT）マウ
スの胎生１７日齢の胎仔大脳皮質より細胞
を単離し、10% FBS 添加 DMEM で１晩培養
後、PDGF, bFGF 添加無血清培地に置換する
ことによりオリゴデンドロサイト系譜細胞
を得た。再播種時に PDGF, bFGF 添加無血
清培地で培養して OPC を、甲状腺ホルモン
と CNTF 添加無血清培地で培養して成熟オ
リゴデンドロサイトを得た。また、WT マウ
スおよび KO マウスの胎生 17 日齢胎仔大脳

皮質より神経細胞を、生後０～２日新生仔大
脳皮質よりアストロサイト、ミクログリアを
得て解析に用いた。 
 
（３）上記の方法で単離した細胞を用いて、
prostamide/PGF synthase および FP受容体
の発現につき、RT-PCR, ウェスタンブロッ
ト、免疫細胞化学により検討した。また、我々
のグループで開発した PGF2α を免疫組織化
学的に検出する方法を培養細胞に応用し、オ
リゴデンドロサイトにおける PGF2α の産生を
免疫細胞化学的に検討した。また、Fluo-4 で
ラベルした OPC および成熟オリゴデンドロ
サイトに PGF2αを作用させ、細胞内カルシウ
ム濃度の変動を、蛍光顕微鏡を用いたライブ
イメージングで観察した。 
 
（４）WT マウスと KO マウスから単離した
オリゴデンドロサイト系譜細胞の分化誘導
に対する反応を比較するため、分化誘導６日
後に細胞を固定し、オリゴデンドロサイトの
分化マーカーであるミエリン塩基性蛋白
（MBP）に対する抗体を用いて免疫染色を行
い、陽性細胞率を計測した。 
 
４．研究成果 
（１）我々のグループで新たに作製した
prostamide/PGF synthase に対する抗体の
特異性を、吸収試験、WT および KO マウス
脳組織を用いたウェスタンブロット、テトラ
サ イ ク リ ン 誘 導 性 prostamide/PGF 
synthase 発現 HEK293 細胞を用いたウェス
タンブロットおよび免疫細胞化学により確
認した。そのうえで、ラットおよび WT マウ
ス由来のオリゴデンドロサイト系譜細胞に
おける prostamide/PGF synthase の発現を
ウェスタンブロットで調べたところ、OPC の
段階でも弱い発現がみられ、成熟オリゴデン
ドロサイトではより強い発現が確認された。
RT-PCR でも、OPC の段階から prostamide- 
PGF synthase mRNA の発現が認められた。
ま た 、 中 枢 神 経 系 の 他 の 細 胞 に も
prostamide-PGF synthase 蛋 白 お よ び
mRNA の発現が確認された。特に大脳皮質、
海馬の神経細胞における発現はオリゴデン
ドロサイト系譜細胞より強くみられた。アス
トロサイト、ミクログリアにも弱い発現が蛋
白と mRNA の両者で確認された。いずれの
細胞種についても、KO マウス由来の細胞で
は蛋白、mRNA とも発現が確認されなかった。 
 
（２）オリゴデンドロサイト系譜細胞におけ
る FP 受容体 mRNA の発現を RT-PCR で調
べたところ、OPC の段階では発現が弱く、成
熟オリゴデンドロサイトで発現が上昇する
傾向がみられた。PGF2αの結合による FP 受
容体の活性化は細胞内カルシウムの上昇を
引き起こすので、Fluo-4 によるカルシウムイ
メージングにより FP 受容体がオリゴデンド
ロサイト系譜細胞で機能しているかどうか



を調べた。培養成熟オリゴデンドロサイトに
1 M PGF2αを作用させたところ、速やかに
Fluo-4 の細胞内蛍光の増強がみられ、PGF2α

に反応して細胞内カルシウム濃度が上昇し
たことが示唆された。一方、OPC に PGF2α

を作用させても Fluo-4 の細胞内蛍光にほと
んど変化はなかった。 
 
（３）Prostamide/PGF synthase の作用によ
り、PGF2αと prostamide F2αが生成する。オ
リ ゴ デンド ロ サイト で 発現し て い る
prostamide/PGF synthase が実際に PGF2α

を合成しているかどうかを確認するため、培
養 OPC と成熟オリゴデンドロサイトをカル
ボジイミドで固定し、免疫細胞化学的に
PGF2αの証明を試みたところ、OPC、成熟オ
リゴデンドロサイトの両者で陽性像が確認
された。 
 
（４）Protamide/PGF synthase KO マウス
と WT マウスそれぞれの E17 胎仔よりオリ
ゴデンドロサイト系譜細胞を単離し培養を
試みたが、WT と同様の方法では KO 由来の
オリゴデンドロサイトは培養が不可能であ
った。具体的には、細胞を 10% FBS 添加
DMEM で一晩培養後、PDGF, bFGF 添加無
血清培地に置換すると、WT 由来の細胞は
OPC の形態を示す細胞が増殖するのに対し、
KO 由来の細胞は 24 時間でほぼ死滅した。そ
こで、KO 由来の細胞の培養の際に、無血清
培地に 1 M PGF2αを 24 時間ごとに加えると、
無血清培地下で 48時間にわたりOPC様細胞
が生存、増殖を維持することができた（図１）。
この時点で再播種し、OPC 増殖条件、分化誘
導条件で培養を続けたが、この際には PGF2α

を添加しなくてもKO由来細胞の生存、増殖、
分化を維持することができた。E17 胎仔大脳
皮質由来の細胞は、培養条件を変えれば神経
細胞にも分化しうる細胞である。以上の結果
は、OPC の分化初期、特に神経前駆細胞から
OPC に分化するまでに、PGF2αの存在が生存
維持に必須である段階が存在する可能性を
示唆するものと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．Prostamide/PGF synthase KO マウス
由来のオリゴデンドロサイト系譜細胞初代
培養。（上）PGF2α を添加していない無血清
培地に置換 24 時間後の位相差顕微鏡像。ア
ストロサイト様の細胞が少数残るのみで、
OPC 様の細胞は死滅している。（下）1 M 
PGF2α を添加した無血清培地に置換 24 時間
後の位相差顕微鏡像。２～３本の突起を有す
る OPC 様細胞が生存・増殖している。 
 
（５）OPC から髄鞘を形成する成熟オリゴデ
ンドロサイトへの分化過程に prostamide 
/PGF synthase に由来する PGF2α あるいは
prostamide F2αがどのように影響するかを調
べるため、WT および KO マウス由来の OPC
を分化誘導条件で６日間培養し、最も分化の
進んだオリゴデンドロサイト系譜細胞に発
現する MBP に対する抗体で免疫染色し、陽
性細胞率を計測した。MBP 陽性率は WT 由
来細胞では 39.1±4.5%であったのに対し、
KO 由来細胞では 35.7±1.5%で、両群間に有 
意差はみられなかった（n = 3：図２）。この
結果から、オリゴデンドロサイトの分化成熟
の段階では、PGF2αあるいは prostamide F2α

は直接関与しないことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
図２．６日間分化させた WT（上段）および
KO（下段）マウス由来オリゴデンドロサイ
ト系譜細胞の MBP 免疫染色（緑）。青色は核
（DAPI）。スケールバー: 50 m。 
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