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研究成果の概要（和文）： 

脳室周囲白質軟化症(PVL)は未熟児で頻発する病態であるが、明確な予防法や治療法は明
らかではない。本研究はモデル動物を用い、ミクログリアが関与する PVL の発症メカニズ
ムを追究した。プロスタグランジン D2と E2を合成する酵素が胎内感染後および低酸素/虚
血後に、白質のグリア細胞で発現亢進した。そのためこれらプロスタグランジンがミクロ
グリアの活性化を介し、PVL 発症のリスクを高めていることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Although periventricular leukomalacia (PVL) is one of the most common brain 

injuries in premature infants, there has been no effective treatment. We investigated 
the mechanism of PVL in relationship to microglia. We found that hematopoietic 
prostaglandin D synthase and microsomal prostaglandin E synthase were upregulated 
in glial cytoplasms in white matter of infant brains during hypoxic/ischemic (H/I) 
insults following maternal infection. We suggest that these prostaglandins may 
elevated the risk of PVL via microglial activation.  
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１．研究開始当初の背景 
脳室周囲白質軟化症（PVL）は早期産児、

特に体重 1500g 未満の極低出生体重児におい
て最も主要となる脳傷害である。極低出生体
重児の約 10%で PVL が発症し、脳性麻痺や認
知・行動障害といった神経学的異常を引き起
こす。PVL は診断確定後では治療は極めて困
難であり、早産予防を除いて有効な予防法も

無い。わが国では、早期出産や早期出産児の
救命率の増加によって極低出生体重児の割
合が増加傾向にあることを反映して、PVL の
発症が増加している。以上より、周産期およ
び新生児医療の中で PVL は最重要項目の一つ
となっている。 
PVL の原因は未熟脳における脳室周囲血管

網や血圧調節能の異常による低酸素/虚血と
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母胎・胎児感染（絨毛膜羊膜炎など）による
炎症反応があげられ、これら 2 大病因から興
奮毒性や酸化ストレスが発生し、脳室周囲白
質の未熟オリゴデンドロサイトが死に至る。
近年、ヒトと実験動物の研究から PVL 病変部
位でのミクログリア/マクロファージとサイ
トカインの増加が確認され、PVL 発症にはミ
クログリアが大きく関わると考えられるよ
うになった。PVL におけるミクログリアの活
性化は興奮毒性や酸化ストレスを産生する
ことが示唆されているが、その活性化メカニ
ズムと活性化を抑制する有効な手段は見つ
かっていない。 
プロスタグランジンは様々な種類と生理

作用を持つ脂質メディエーターである。免疫
細胞や炎症反応におけるプロスタグランジ
ン類の動態はよく研究されてきており、その
合成を阻害する非ステロイド性抗炎症薬は
解熱剤、鎮痛剤などとして広く使われている。
PVL 発症とプロスタグランジン類の関わりに
ついてはこれまでに述べられていないが、ミ
クログリアは骨髄造血系に由来する一種の
免疫担当細胞であるため、PVL 発症時のミク
ログリア活性化にプロスタグランジン類が
関わると十分に考えられる。そのため、プロ
スタグランジン類を介したミクログリアの
活性化メカニズムの解明が新たな PVL 治療に
結びつくと研究代表者は考えた。 
 

２．研究の目的 
本研究は PVL におけるミクログリア活性化

動態を主軸におき、活性化のメディエーター
となり得るプロスタグランジン類の動態を
解析することを目的とした。 
本研究では実験動物（ラット）を用いて、

よりヒト PVL 病態に忠実なモデル作製を試み
た。臨床の現場では PVL の 2 大病因である細
菌感染と低酸素/虚血の合併は頻繁であるが、
実験的研究では、細菌感染モデルと低酸素/
虚血モデルを組み合わせた報告はほとんど
無い。本研究では細菌感染モデルとしての負
荷と低酸素/虚血の負荷を組み合わせ、病理
学的によりヒトの病態に忠実な PVL モデルの
作出を行った。 
本研究ではまた、PVL の発症に関与するプ

ロスタグランジンの探索を行った。ヒトを含
む哺乳類の脳において、プロスタグランジン
D2、E2、F2α（以下 PGD2、PGE2、PGF2α）が最も
主要であり、PVL 以外の脳疾患では、オリゴ
デンドロサイトの細胞死やミクログリアの
活性化に関与することが知られている。先に
作製した PVL モデルを用い、これら 3 種のプ
ロスタグランジンの合成酵素、および受容体
を発現を解析を試みた。さらに本研究ではプ
ロスタグランジンそのものの組織内動態の
解析も試みた。これら解析により、PVL の治
療標的となり得るプロスタグランジンを同

定を目指した。 
 

３．研究の方法 
(1)PVL モデル動物の作製 
以下の手順で細菌感染に対応する LPS モデ

ル、および低酸素/虚血モデルに対応する H/I
モデルを作製した。LPS モデルは妊娠 17 日齢
の Wistar ラットへ細菌毒である LPS（65 
µg/kg）を腹腔内投与し、作製した。H/I モデ
ルは生後 3 日齢仔ラットを用い、右総頸動脈
を結紮した後の低酸素処理(6% O2, 33℃)によ
り作製した。本研究では LPS モデルと H/I モ
デル、これらを組み合わせて LPS+H/I モデル
をそれぞれ作製した。 
各負荷処理48時間後に4% パラフォルムア

ルデヒド(PFA)による灌流固定を行い、パラ
フィン包埋および凍結包埋の後にヘマトキ
シリン－エオジン染色(HE 染色)標本を作製
した。各標本は各モデル間の比較解析により、
病理学的によりヒト PVL に近いモデルの作製
条件を決定した。 
 
(2)グリア細胞の動態解析 
グリア細胞マーカーによる免疫染色によ

りグリア細胞の動態解析を行った。各種グリ
ア細胞マーカーとして Iba1（ミクログリア）、
GFAP（アストロサイト）、Olig2（オリゴデン
ドロサイト）、に対する各抗体を用い、酵素
抗体法による免疫染色を行った。先に作製し
た各モデル間での比較解析により、各負荷に
おけるグリア細胞、特にミクログリアの動態
を解析した。 
 
(3)プロスタグランジンの組織内動態解析 
プロスタグランジンの脳組織内における

動態を解析するため、3 種の主要プロスタグ
ランジンを産生する合成酵素の発現解析を
行った。本研究では PGD2産生酵素 2 種類
（HPGDS、LPGDS）、PGE2産生酵素 3 種類（cPGES、
mPGES-1、mPGES-2）、PGF2α産生酵素 1 種類
(PM/PGFS)を対象とし、各酵素に対する抗体
を用いた免疫染色による動態解析を行った。 
さらにプロスタグランジンそのものを免

疫組織学的に検出するため、新規染色法を開
発した。組織内のプロスタグランジンを近傍
タンパク質に固定しうる、水溶性カルボジイ
ミド(WSC)を主成分とした固定液を用いた組
織標本を作製した。3 種の主要プロスタグラ
ンジンに対する特異的抗体も同時に作製し、
これらを用いた免疫染色によって、各モデル
における脳組織内のプロスタグランジンの
動態を解析した。 
 

４．研究成果 
(1)PVL モデル動物の作製とグリア細胞動態 
3 種のモデルにおける病理学的解析を行っ

た結果、LPS モデルと H/I モデルでは細胞死



や梗塞巣は観察されなかった。一方、2 種の
負荷を組み合わせた LPS＋H/I モデルでは白
質を中心とした梗塞巣が観察され(図 1)、こ
の組織像はヒト PVL をよく似た像であった。
LPS＋H/I モデルにおける梗塞巣は約 50%の個
体で観察された。LPS＋H/I モデルの梗塞巣内
ではマクロファージ様ミクログリアと肥大
アストロサイトの数が極端に増加している
一方で、オリゴデンドロサイトの数が極端に
減少していた。加えて、ミクログリアとアス
トロサイトの増加は LPS モデルにおいても観
察された。よって LPS 負荷はミクログリアと
アストロサイトを活性化させ、後に続けて起
こる低酸素/虚血負荷による白質内オリゴデ
ンドロサイトの細胞死に対するリスクを高
めたことが明らかになった。本モデルはヒト
PVL に極めて近似したモデルであり、PVL 病
態解析に有用であると考えられた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 LPS+H/I モデルにおける脳冠状断観察 
黒線で囲まれた部分が梗塞巣を示す。 

 
(2) プロスタグランジン合成酵素の解析 
各モデルにおける生後 5日齢での脳組織を

用い、各プロスタグランジン合成酵素の発現
を免疫組織化学的に調べた。本研究で対象と
した6種の合成酵素のうち、HPGDS とmPGES-2
において、顕著な発現亢進が観察された。 
HPGDS は健常脳組織も含めて、いずれのモ

デルにおいても一部のミクログリアに局在
し、各モデルにおける細胞内の HPGDS 発現は
顕著な差を示さなかった(図 2)。しかし、LPS
負荷や LPS+H/I 負荷によるミクログリアの増
加に従い、HPGDS 陽性のミクログリア数が増
加していた(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 各モデルにおける HPGDS の発現 
 
mPGES-2の免疫組織学的比較を図3に示す。

mPGES-2 は健常組織では、神経細胞でわずか
に発現するのみであったが、LPS 負荷によっ
て顕著な陽性反応を示すアストロサイト様
の細胞が増加していた(図 3)。さらに LPS+H/I
モデルでは梗塞巣内で陽性細胞が多数存在
した(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 各モデルにおける mPGES-2 の発現 
矢印は負荷処理によって発現亢進したア
ストロサイト様陽性細胞を示す。 
 
これらの免疫組織学的解析から、LPS 負荷

によるミクログリアとアストロサイトの活
性化、およびこれらの活性化に起因する白質
オリゴデンドロサイトの細胞死には HPGDS と
mPGES-2 によって産生される PGD2、PGE2が関
与すると考えられた。 
 
(3) プロスタグランジンの解析 
プロスタグランジンは極めて急速に代謝

されるため、特異的な組織染色は難しいとさ
れてきた。本研究では WSC による固定と特異
的 PGD2、PGE2、PGF2αの各抗体を用いた新規免
疫染色法を開発した。既に海馬特異的に急性
的な発現上昇を示すことが報告されている
カイニン酸投与モデル用い、免疫染色の特異
性を確認した(図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 新規免疫染色法による PGF2α免疫染色 
WSC 固定標本(左)では陽性反応を示すが、
PFA 固定標本(右)は陰性である。 

 
各モデルを用い、新規免疫染色法による 3

種のプロスタグランジンの組織内分布を解
析したところ、予想に反して、全てのモデル
において 3種のプロスタグランジンに対する
陽性反応はほとんど検出できなかった。この
結果の理由として、以下のことが考えられた。
病態形成におけるプロスタグランジンの急
激な産生、代謝は極めて早い。本研究で用い
たモデルは低酸素/虚血負荷 48時間後である
ため、PVL 発症の直接的な引き金となる急激
に産生されたプロスタグランジンを観察す



るにはタイミングが遅すぎたと考えられた。
今後はより早い時間での解析を行い、直接的
な PVL 発症に関わるプロスタグランジンを決
定したい。 
 
(4) 今後の展望 
本研究により、PGD2、PGE2が PVL 発症、そ

して LPS 負荷による PVL 発症リスクの増加に
関わる因子あると考えられた。PGD2と PGE2特
異的受容体に対する拮抗薬は既に市販され
ているため、今後はこれら薬剤を用いた PVL
モデルの治療実験を行っていく予定である。
LPS 負荷後、およびそれに続く低酸素/虚血負
荷後の各時点での投与により、PGD2と PGE2拮
抗剤の有効な時期を検討していきたい。 
プロスタグランジン制御に関連した創薬

は現在盛んに進められており、PVL の治療標
的となり得るプロスタグランジンが同定出
来た際には、速やかな臨床応用が可能な PVL
治療薬の開発が期待できる。さらに本研究の
将来的発展性として、ミクログリアの活性化
動態の制御が実現すれば、PVL 以外にもミク
ログリア活性化が関与するであろう多くの
脳病態の予防・治療への応用が期待できる研
究代表者は考える。 
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