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研究成果の概要（和文）： 

カイニン酸（KA）は痙攣とともに脳内海馬の神経細胞傷害を引き起こす。本研究では、KA

が血管内皮細胞に膜型プロスタグランジンＥ（PGE）合成酵素（mPGES-1）とアストロサイトに

PGE2レセプターEP3 を誘導することを発見した。そして、合成された PGE2はアストロサイトの

EP3 を活性化し、アストロサイト内の Ca2+を上昇させグルタミン酸の流出を増やし、神経細胞

傷害を悪化させることがわかった。これは血管内皮細胞による新たな神経細胞傷害制御メカニ

ズムである。 

研究成果の概要（英文）： 

Kainic acid (KA) causes seizures and hippocampal neuron damage in the brain. In this 

study we found that KA also induces endothelial microsomal prostaglandin E synthase-1 

(mPGES-1) and prostaglandin E2 (PGE2) receptor EP3 on astrocytes. The PGE2 produced by 

mPGES-1 stimulates the activation of EP3 on astrocytes, therefore causes the increase 

in intracellular Ca2+ in astrocytes and glutamate release, leading to the neuronal injury. 
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１． 研究開始当初の背景 

てんかん重積発作を繰り返すと、脳内、

特に海馬の神経細胞が脱落し、海馬硬化を引

き起こす。この重積発作後の神経細胞死メカ
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ニズムを解明することは、発作後の治療に結

びつき臨床的意義も大きい。一方、てんかん

病態におけるグリア－ニューロン回路網の

重要性が明らかになりつつあり、近年「てん

かん発作における異常なグルタミン酸

（ glu.) の 放 出 源 は ア ス ト ロ サ イ ト

（astro.）である」と報告された（Tian GF et 

al., Nat Med. 11(9):973-81. 2005）。この

astro.からのカルシウム（Ca2+）依存性 glu.

放出はニューロンのシナプス後スパインの

glu.受容体を活性化して Ca2+流入を増やすた

め、その作用が持続的で強くなると神経細胞

障害をきたす可能性がある。申請者は、重積

発作後の神経細胞死のメカニズムにおいて

も、このグリアからの Ca2+依存性 glu.放出が

重要な役割を持つと考えている。 

一方、astro.の endfoot は血管内皮細胞

を取り囲むように存在している。これは血管

内皮細胞と astro.間に何らかの相互作用が

存在する可能性を示唆している。これまでに

申請者は、興奮性アミノ酸であるカイニン酸

（KA）を海馬内に微量注入し重積モデルを作

成すると、遅発性に大量の PGE2 が産生され、

その合成酵素であるシクロオキシゲナーゼ

－２（COX-2）とその下流のプロスタグラン

ジン E（PGE）合成酵素（mPGES-1）が血管内

皮 細 胞 で 誘 導 さ れ る こ と を 見 出 し た

（ Takemiya T et al., Neurosci Res. 

56(1):103-10. 2006）。また過去には、海馬

培養組織において外因性 PGE2 が astro.から

の glu.遊離を促進したという知見もある

（Bezzi P et al., Nature. 391(6664) :281-5. 

1998）。これらの結果は、血管内皮細胞で作

られる PGE2が astro.の endfoot に作用し、

astro.からの glu.遊離に対し促進的に働い

ている可能性を示唆する。 

そこで本研究では、血管内皮細胞由来

PGE2の astro.への作用に着目し、てんかん後

の海馬神経細胞死におけるその役割と細胞

間メカニズムを解明することとした。これま

でに申請者は COX-2 遺伝子欠損マウス

（COX-2-/-）と COX-2 選択的阻害薬が神経保護

作 用 を 示 す こ と を 見 出 し て い た た め

（ Takemiya T et al., Neurosci Res. 

56(1):103-10. 2006）、本研究は、COX-2 の下

流酵素の mPGES-1 について、mPGES-1 ノック

アウトマウス（mPGES-1-/-）も神経保護を示す

かどうかを検証し、続いてそのメカニズムに

ついてマウス海馬スライス培養を用いて検

討した。研究前のスライス実験の準備として、

mPGES-1-/-の繁殖は進んでおり、マウスの海馬

スライス培養の条件検討は終了し、野生型マ

ウスのスライス組織における培養液中のPGE2

濃度、glu.量測定、マウススライス組織中の

astro.の Ca2+ 輝度変化観察、および神経細胞

障害の評価方法は確立し、mPGES-1-/-を用いた

実験が速やかに進められる段階であった。ま

た、EP（PGE2の受容体）の agonist、antagonist

については使用可能であり、研究遂行に必要

な技術はほぼそろい、実験プロトコールも十

分な検証を終えていた。 

 

２．研究の目的 

mPGES-1-/-と野生型マウス（WT）の in 

vivo の神経細胞障害を比較後、海馬スライス

培養を用いて刺激後の astro.内 Ca2+変化と

glu.放出、PGE2産生、神経細胞障害を比較し、

mPGES-1 の作用を明らかにした。また、

mPGES-1-/-への PGE2追加実験と WT への Ca2+キ

レート追加実験から PGE2 関与と Ca2+依存性

glu.放出を確認した。又、astro.の各 EP レ

セプターの発現を調べた後、mPGES-1-/-に各

EP agonist を作用させた時と WT に各 EP 

antagonist を作用させた時の Ca2+変化、glu.

放出、神経細胞障害を調べ、特異的 EP を介

して PGE2が astro.の Ca2+依存性 glu.放出を

促進させ神経細胞障害を促進するかどうか

を総合的に検討した。また、ラットの KA 微

量注入による痙攣後の神経細胞死モデルに

おける、上記の EP サブタイプの海馬内細胞

分布を調べた。さらに最終年は、他の難治性

神経疾患として、多発性硬化症における細胞

傷害に対しても類似のメカニズムがないか

どうかを検証した。 

 

３.研究の方法 

19 年度の前半は mPGES-1-/-を用いて KA

を海馬内に微量注入するてんかん痙攣重積

動物モデルを作成し、神経細胞障害を WT と

比較する。WT では KA によって血管内皮細胞

における PGE2 産生が促進した状態だが、

mPGES-1-/-は mPGES-1 が無いため、KA を加え

ても血管内皮細胞で PGE2 が産生されないた

め、神経細胞障害における mPGES-1 の作用を

明確にできると考えられた。19 年度の後半か

らmPGES-1-/-とWTの海馬スライス培養を用い、

両スライスにおいて次の項目を比較検討し、

神経細胞障害における血管内皮細胞の



 

 

mPGES-1由来PGE2によるastro.を介した制御

メカニズムを解明した。まず、共焦点レーザ

ー顕微鏡を用いて astro.内の Ca2+輝度を WT、

mPGES-1-/-間で比較し、mPGES-1 由来の PGE2

がastro.の Ca2+を上昇させるかどうかを調べ

た。astro.は SR101 によって標識し、Ca2+は

Fluo-4 を用いて可視化した。その次に、KA

刺激後の培養液中のglu.量をWTとmPGES-1-/-

間で比較し、mPGES-1 から産生される PGE2が

astro.からの glu.放出を増加させるかどう

かを調べた。さらに、培養海馬スライスを用

いて、細胞障害のマーカーとして頻用されて

いる propidium iodide (PI)染色を行い、PI

取り込み率を画像解析から求め、細胞障害の

程度を mPGES-1-/-と WT で比較した。 

20 年度は昨年度同様、mPGES-1-/-と WT の

海馬スライス培養を作成し、昨年度までの結

果をふまえて、mPGES-1-/-海馬スライス中の

astro.の細胞内Ca2+輝度低下がPGE2によるも

のであるかどうかを PGE2 添加によって検証

した。具体的には、mPGES-1-/-海馬スライス培

養にカイニン酸とPGE2を添加することでCa2+

輝度が上昇し glu.放出が増加するかどうか

を調べた。さらに WT における細胞内 Ca2+輝度

上昇と glu.放出の関係を調べるために、Ca2+

キレート剤（BAPTA）で処理し、WT にカイニ

ン酸を添加した時に見られた Ca2+輝度上昇お

よび glu.放出量増加がどのように変化する

かを調べた。SR101によって標識された astro.

と Fluo-4 で可視化された細胞内 Ca2+を共焦

点レーザー顕微鏡で観察、記録した。また、

これらの両実験において、細胞障害の変化に

ついては PI 染色を行い、PI 取り込み率を画

像解析から求め細胞障害の程度を定量化し

各コントロール群と比較した。さらに KA に

よる WT の Ca2+輝度上昇を１点でとらえるの

ではなく、経時的に観察、記録し、Ca2+オシ

レーションが存在するかどうかも調べた。 

21 年度は、まず、astro.の細胞内 Ca2+

輝度上昇を引き起こす EP のサブタイプを決

定するため、mPGES-1-/-と WT の海馬スライス

培養を作成し、mPGES-1-/-の海馬スライス培養

に、KA と同時に各 EP agonist を作用させ、

astro.の Ca2+輝度変化からastro.に作用する

agonist を同定する。続いて、WT の海馬スラ

イス培養に、各 EP antagonist を作用させ、

同 様 に astro. に 作 用 す る 特 異 的 な

antagonist を決定する。その後、ラットの海

馬に KA を微量注入し、神経細胞死を引き起

こす動物モデルを作成し、その脳標本を用い

て、上記の EP サブタイプの海馬内細胞分布

を免疫染色法によって調べた。さらに、WT と

mPGES-1-/-を用いて、多発性硬化症モデル

（EAE）を作成し、両群の運動障害の発症時

期、重症度、症状の持続期間などを比較検討

した。 

 

４.研究成果 

mPGES-1-/-とWTの海馬内にKAを微量注入

するてんかん痙攣重積動物モデルを作成し、

経時的な海馬内 PGE2量、直腸温の変化および

48時間後の海馬CA3領域の残存神経細胞数を

比較した。WT は mPGES-1-/-に比べ 24 時間後

PGE2量は約 3 倍であり、残存神経細胞数が有

意に少ないことがわかった。直腸温には有意

な差はなかった。以上の結果より、KA 投与

後に海馬血管内皮細胞で誘導される mPGES-1

は PGE2 産生を増やし神経細胞障害を促進す

ることがわかったが、その PGE2は体温上昇を

介さず局所的に作用していることもわかっ

た。 

続いて、mPGES-1-/-と WT の海馬組織培養

を用いて、KA 刺激後の astro.内 Ca2+変化と

glu.放出、PGE2産生、神経細胞障害を比較し、

神経細胞障害における血管内皮細胞 mPGES-1

由来 PGE2 による astro.を介した制御メカニ

ズムを明らかにした。培養液中に KA を添加

し、17 時間後の海馬組織培養を用いて実験を

行った。WT の組織内 PGE2量は KA 無添加群に

比べ有意に上昇していた。Ca2+は Fluo-4 を用

いて可視化し、astro.は SR101 によって標識

し、astro.内 Ca2+輝度変化を共焦点レーザー

顕微鏡で観察した。その結果、WT に比べ

mPGES-1-/-では astro.内 Ca2+輝度が低く、一

定時間観察内の輝度変化も軽度であること

がわかった。次に、培養液中に放出される glu.

の量を比較したところ、mPGES-1-/-群が有意に

少ないことがわかった。また、神経細胞障害

のマーカーとして頻用されている PI 染色を

行い、PI 取り込み率を求め細胞障害の程度を

mPGES-1-/-と WT で比較したところ、mPGES-1-/-

群において PI 取り込み率が有意に低いこと

がわかった。以上の結果から、血管内皮細胞

mPGES-1から合成されるPGE2はastro.からの

Ca2+依存性 glu.放出を促進し、それが神経細

胞障害の増強を引き起こしていると考えら

れた。 

さらに、この WT における Ca2+輝度上昇は



 

 

BAPTA によって抑制され、それに伴って glu.

の量も PI 取り込み率も低下した。以上の結

果から、神経細胞傷害は Ca2+依存性 glu.放出

によると考えられた。また、mPGES-1-/-の海馬

培養組織に KA と共に PGE2を添加すると、WT

同様の astro.内の Ca2+輝度上昇、培養液中

glu.濃度上昇、PI 取り込み率の上昇が観察さ

れた。この結果も、血管内皮細胞 mPGES-1 か

ら合成されるPGE2はastro.からのCa2+依存性

glu.放出を促進し、それが神経細胞障害の増

強を引き起こすことを裏づけた。 

最後に、astro.の細胞内 Ca2+輝度上昇を

引き起こす EPのサブタイプを決定するため、

mPGES-1-/-と WT の海馬スライス培養を作成し、

mPGES-1-/-の海馬スライス培養に KA と各 EP 

agonist を作用させたところ、EP3 agonist

のみがastro.の Ca2+輝度を上昇させた。また、

WTの海馬スライス培養に各 EP antagonist を

作用させたところ、EP3 antagonist のみが

astro.の Ca2+輝度上昇を抑制した。さらに、

ラットの海馬に KA を微量注入し、神経細胞

死を引き起こす動物モデルを作成し、その脳

標本を用いて EP3レセプターの海馬内細胞分

布を免疫染色法によって調べたところ、KA 投

与群はコントロール群に比べ、血管を取り巻

くastro.のendfootに発現が強化されること

がわかった。endfoot は血管内皮細胞を取り

囲むように存在するため、血管内皮細胞で産

生されたPGE2が直接astro.のendfootに作用

している可能性が強く示唆された。以上の結

果から、KA 刺激によって血管内皮細胞で産生

されたPGE2はastro.のendfootのEP3レセプ

ターを活性化してastro.の細胞内Ca2+輝度上

昇を引き起こすと考えられた。 

さらに、WT と mPGES-1-/-を用いて EAE を

作成し、両群の運動障害の発症時期、重症度、

症状の持続期間などを比較検討した結果、

EAE の発症時期に有意差は認められなかった

が、mPGES-1-/-は WT に比べて、症状は軽症で

ありその持続期間も短いことがわかった。こ

れより、mPGES-1 が合成する PGE2は多発性硬

化症の重症化、遷延化に関与することが示唆

された。 
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