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研究成果の概要（和文）： 

 脳梗塞の病態形成における PGE2-EP4 系の役割を解明することを目的として、EP4 欠損マウス
を用いて脳虚血の病態を反映する永久中大脳動脈閉塞モデルを対象とした解析を行った。その
結果、EP4欠損マウスにおける虚血後の脳浮腫の程度は、野生型マウスに比べて有意に軽減され
ることを見出した。ミクログリアの初代純培養系を用いた解析によって、脳内 PGE2 が EP4 を
介してミクログリアにおける VEGFの発現を増強するように制御する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

 The aim of the present study was to investigate the roles of the prostaglandin E2 
receptor EP4 in the ischemic brain injury. Cerebral ischemia was induced by permanent 
occlusion of the middle cerebral artery using mice lacking the EP4 (EP4–/–). The brain 
edema in EP4–/– mice was significantly reduced when compared to that in wild-type (WT) 
mice. Expression of the vascular endothelial growth factor (VEGF), which is shown to 
promote disruption of blood-brain barrier causing edema in ischemic brain, was 
up-regulated by an EP4 agonist in WT microglia. The up-regulation was diminished in the 
presence of an EP4 antagonist or absent in EP4–/– microglia. These results suggest that 
the EP4 enhances edema progression in stroke, partly by regulating VEGF expression in 
microglia. 
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１．研究開始当初の背景 
 プロスタグランジン E2 (PGE2) は、標的細
胞に存在する 4 種類の特異的受容体（EP1、

EP2、EP3、EP4）を介し、多彩な作用を発揮
する生理活性脂質である。脳虚血状態におい
て、虚血周辺部位での PGE2 の過剰産生が認
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められており、脳梗塞を含む脳血栓症の病態
形成における PGE2の役割が注目されている。
実際、PGE2の産生に関わる酵素である COX-2
やその下流で PGE2 の産生に特異的に働く末
端酵素である膜型 PGES-1 を欠損するマウス
では、中大脳動脈閉塞モデルでの脳梗塞サイ
ズが、対照群に比べ減尐することが報告され
ている。一方、各 EP 欠損マウスを用いた検
討では、PGE2 は EP1 および EP3 を介して脳
傷害的な作用を発揮するのに対して、EP2 を
介して脳保護的な作用を示すという相反す
る作用が報告されている。これは、脳虚血時
に産生された PGE2 が、その受容体亜型のい
ずれと結合するかにより、傷害の増強および
軽減の両方の作用を発揮する可能性を示唆
する。しかし、脳に高発現する EP4 の脳血栓
症病態形成における役割については、これま
で詳細な検討がされていなかった。 
 
２．研究の目的 
 EP4 を欠損させたマウスを用いて、脳梗塞
の病態形成における PGE2-EP4 系の役割を解
明することを目的として本研究をおこなっ
た。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、6〜12 週齢の雄性野生型マウ
スおよび EP4欠損マウスを用いて、脳虚血の
病態を反映する脳血栓症モデルを対象とし
た解析を行った。先端部 4 mm に太さ 0.2 mm 
となるようにシリコンコーティングを施し
た、長さ 1.5 cm の 8-0 縫合糸モノフィラメ
ントを作製した。次いで、麻酔下でマウスの
左外径動脈を結紮したのち、左内頚動脈を経
由して中大脳動脈に楔入して血流を遮断し、
脳血栓症モデルを作成した。虚血は、レーザ
ードップラー血流計を用いて確認した。脳虚
血障害の程度は、神経症状の観察（運動機能
障害の程度: Neurological deficit score を
5 段階に評価）、中大脳動脈支配領域とその
辺縁領域の血流量の測定、梗塞サイズの測定
（ 1 mm 厚に脳をスライスし  Triphenyl 
Tetrazolium Chloride (TTC)によって染色）
によって評価した。なお、解析は、虚血 24 時
間後の開頭時にフィラメントが中大脳動脈
を閉塞していることが実体顕微鏡下で確認
できた個体について行った。また、現在もっ
とも可能性の高い抗炎症の脳細胞標的と考
えられるミクログリアの初代純培養系を用
いて、炎症性虚血関連因子の発現に及ぼす特
異的 EP4アゴニストおよびアンタゴニストの
効果をリアルタイム RT-PCR 法により解析し
た。 
 
４．研究成果 
 虚血直後の中大脳動脈支配領域とその辺
縁領域の血流量はともに 野生型マウスと

EP4欠損マウスで同等に低下していた。また、
虚血 24 時間後の中大脳動脈支配領域とその
辺縁領域の血流量についても、野生型と EP4
欠損マウスで同等に低下しており、両群間に
差異を認めなかった。虚血 24 時間後に摘出
した脳をスライスして TTC染色を施行したと
ころ、EP4 欠損マウスの大脳全球のサイズに
対する脳梗塞領域の割合（20.5 ± 1.3%, n = 
24）は、野生型マウス（20.2 ± 0.9%, n = 28）
と同程度であった (図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 図１ 野生型および EP4欠損マウスにおける 
   脳梗塞サイズの比較 
 
 さ ら に 、 虚 血 24 時 間 後 に お け る
Neurological deficit score についても、EP4
欠損マウス（1.6 ± 0.2, n = 25）と野生型
マウス（2.0 ± 0.2, n = 29）の両群間に有
意な差を認めなかった(図２)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図２ 野生型および EP4欠損マウスにおける 
   運動機能障害の比較 



 

 

 一方、EP4 欠損マウスにおける虚血後の脳
浮腫の程度は、野生型マウスに比べて有意に
軽減された（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図３ 野生型および EP4欠損マウスにおける 
   脳浮腫の比較 
 
 そこで、脳梗塞進展過程を先導するような
様式で順次活性化されて障害部位に集積す
るミクログリアの初代純培養系を用いて、脳
浮腫関連分子のひとつである血管内皮増殖
因子（VEGF）の発現に及ぼす EP4アゴニスト
およびアンタゴニストの効果について検討
をおこなったところ (図 2)、野生型マウス由
来のミクログリアにおける VEGFの mRNA発現
が、EP4アゴニスト（ONO-AE1-329: 10-10-10-6 
M）による 3 時間の刺激で、その用量に依存
して増強されることを見い出した。この作用
は、EP4 欠損細胞ならびに EP4 アンタゴニス
ト(ONO-AE3-208: 10-6 M)の共存下で培養した
野生型細胞では認められなかったことから、
EP4 を介した反応であると考えられる。本研
究によって、脳内 PGE2が、EP4を介してミク
ログリアにおける VEGF の発現を増強するよ
うに制御する可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 図４ ミクログリアの VEGF 発現に対する 
      EP4 標的薬物の効果 
 

 上記の結果より、PGE2-EP4 系が脳梗塞病態
における浮腫の増悪に寄与する可能性が示
された。また、この機構には VEGF 発現の制
御が関与する可能性が示唆された。 
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