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研究成果の概要（和文）： 

けいれん発作後の神経細胞傷害に対する細胞間制御メカニズムとして、血管内皮細胞における

プロスタグランジン E2（PGE2）合成酵素（mPGES-1)の発現機序、アストロサイトにおける PGE2
レセプターEP3 の発現機序にはミクログリアで産生される Interleukin-1β（IL-1β）が関与し、

特に EP3 については、IL-1βレセプターType1（IL-1R1）を介する可能性が示唆された。一方、

IL-1βは、神経細胞、アストロサイト、血管の基本的な構造構築にも関与する可能性があり、

さらに詳細な検討が必要であることがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
I found that Interleukin-1β（IL-1β）produced in microglia stimulated an induction of 
mPGES-1 in endothelial cells and EP3 receptor on astrocyte under the intercellular 
mechanisms of neuronal injury after seizure. In addition, IL-1β affected on IL-1Receptor 
Type1 (IL-1R1) on the astrocyte to increase EP3 induction. On the other hand, IL-1β might 
regulate constructing a basic structure, suggesting a necessity to investigate the role 
of IL-1β in detail.  
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１．研究開始当初の背景 

繰り返すけいれん発作は、脳内海馬の神

経細胞傷害を引き起こし、記憶・学習などの

高次機能の低下をもたらす。一方、発作後早

期（24 時間以内）の脳内各細胞の遺伝子発

現・蛋白合成は、神経細胞傷害の細胞間制御

メカニズムに深く関係することがわかって

きた。このメカニズムの解明は神経細胞傷害、
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高次機能障害の新たな治療戦略として位置

づけることができる。 

申請者らのこれまでの研究から、カイニ

ン酸（KA）による痙攣発作後には炎症性物質

であるプロスタグランジン（PG）合成酵素の

シクロオキシゲナーゼ 2 (COX-2)と膜型 PGE2

合成酵素（mPGES-1）が血管内皮細胞で誘導

され、大量の PGE2産生が引き起こされること

がわかっている。さらに、血管に隣接するア

ストロサイトのendfootではPGE2レセプター

のサブタイプである EP3 が誘導され、血管内

皮細胞で作られたPGE2はEP3を介してアスト

ロサイトを活性化し、グルタミン酸の放出を

増加させることによって神経細胞傷害を増

悪させることを発見した。しかし、KA刺激後、

血管内皮細胞で PGE2 が合成されるメカニズ

ムやアストロサイトでEP3が誘導されるメカ

ニズムについては、未だ不明である。一方、

海馬のミクログリアは、KA刺激後早期から活

性化され、Interleukin-1β（IL-1β）の産

生が増える。さらに、ミクログリアの増殖と

ともに IL-1βの受容体が増えることも知ら

れており、隣接するミクログリア間では IL-1

βを介して活性化と増殖が繰り返されてい

ることがわかる。IL-1β受容体には２つのサ

ブタイプ（IL-1Receptor Type1：IL-1R1、

Type2：IL-1R2）が存在し、細胞内の情報伝

達に関わるのは IL-1R1 であると考えられて

いるが、その IL-1R1 は、ニューロン、アス

トロサイト、血管内皮細胞にも存在すること

がわかってきた。そのため、ミクログリアで

産生された IL-1βはこれらの細胞にも影響

を与えている可能性が考えられる。中でも、

astrocytoma においてIL-1βがEP3の発現を

誘導するという報告は、IL-1βが関与する脳

病態とアストロサイトのEP3発現の関連性を

示唆する。また、血管内皮細胞の IL-1R1 ノ

ックアウトマウスでは IL-1β刺激後も血管

内皮細胞のCOX-2が誘導されないという報告

は、血管内皮細胞における COX-2 誘導には

IL-1R1 の活性化が重要であることを示す。さ

らに、IL-1R1 ノックアウトマウスは脳虚血モ

デルにおいて脳保護作用を示し、IL-1 

Receptor antagonist (IL-1RA)は IL-1R1 を

介して抗痙攣作用を示すことも報告されて

いる。これらの知見と申請者のこれまでの研

究成果より、KA刺激後にミクログリアで作ら

れた IL-1βが、アストロサイトと血管内皮細

胞の IL-1R1 を活性化し、それぞれ EP3 の発

現、COX-2 と mPGES-1 の発現を誘導し、その

結果として痙攣後の神経細胞傷害を悪化さ

せるのではないかと考え、本研究で検証する

こととした。 

 

２．研究の目的 

研究全体としては、けいれん発作後の神

経細胞傷害に対する細胞間制御メカニズム

の解明を目標とする。これまでに申請者は、

血管内皮細胞由来の PGE2 によるアストロサ

イトを介した神経細胞傷害の制御機構を発

見した。 本研究はそれを発展させ、血管内

皮細胞における PGE2合成酵素の発現機序、ア

ストロサイトにおける PGE2レセプターEP3 の

発現機序および神経細胞傷害経路における、

ミクログリア産生 IL-1βの役割を調べる。 

 

３．研究の方法 

１年次は、野生型マウス（WT）と IL-1R1

遺伝子欠損マウス(IL-1R1KO)の海馬スライ

ス初期培養組織に KA 負荷を行い、KA がミク

ログリアを活性して産生された IL-1βが血

管内皮細胞の IL-1R1 を介して PGE2合成亢進

に関与するかどうかを検討する（下記の①～

④）。また、血管内皮細胞の初期培養を用い

て KA 刺激と IL-1β刺によって mPGES-1 の発

現が誘導されるかどうか、増強されるかどう

かを観察する。 

① KA によるミクログリアの活性：CD11b に

よるミクログリアの免疫染色により、海

馬内の CＡ3 領域のミクログリアの膨大



 

 

や数の増加を共焦点顕微鏡で観察する。 

② KA による海馬内 PGE2濃度を測定する。 

③ KAによるmPGES-1の誘導部位と増強を確

認する。 

④ KAによるPGE2レセプターEP3の誘導と増

強を確認する。 

2 年次は、けいれん及びけいれん後の神

経細胞傷害における IL-1R1 を介した IL-1β

の修飾作用を検証するために、WTと IL-1R1KO

を用い、マウスの海馬けいれんモデルを作成

し、以下について両群を比較検討する。 

① KA 注入 6時間以内の痙攣行動を定量比

較する。 

② KA 注入 48 時間後の海馬神経細胞脱落

を脳組織染色と細胞カウントのソフト

を用いて定量し比較する。 

3年次は、KA刺激後の細胞傷害とmPGES-1

の発現に対するIL-1βの修飾作用を検証する

ために、WTとIL-1βKOの海馬スライス初期培

養組織にKA負荷を行い、群間で比較検討する。 

① 細胞傷害：Neu-Nの免疫染色と

Propidium Iodide (PI)染色 

② KAによるmPGES-1の誘導部位と増強

を確認する。 

③ KAによるPGE2レセプターEP3の誘導

と増強を確認する。 

以上の結果より、血管内皮細胞における

mPGES-1の発現機序、アストロサイトにおける

PGE2レセプターEP3の発現機序、および神経細

胞傷害におけるIL-1R1を介したIL-1βの役割

を総合的に検討する。 

 

４．研究成果 

1年次は、まず、WT海馬スライス初期培養

においては、KA刺激によってmPGES-1が血管内

皮細胞だけで誘導され、スライス中のPGE2濃

度の上昇が認められたことより、増加した

PGE2の産生場所は血管内皮細胞であることが

わかった。しかし、血管内皮細胞の初期培養

を行ったところ、KA刺激によってmPGES-1の誘

導は増加しなかった。この結果から、KA刺激

後の血管内皮細胞のmPGES-1の誘導はKAの直

接作用ではなく、間接作用であることが明確

となった。また、WTの海馬スライス初期培養

ではKA刺激でアストロサイトのEP3は増加し

た。 

一方、野性型海馬スライス初期培養のKA

刺激によって、ミクログリアは非常に活性化

されることが確認できた。ミクログリアの活

性に伴いミクログリアではIL-1βが産生され

ることがわかっているので、血管内皮細胞の

初期培養にIL-1β刺激を加えたところ、

mPGES-1の誘導が増強された。これらの結果か

ら、血管内皮細胞におけるmPGES-1の誘導には

IL-1βが関わる可能性が示唆された。 

そこで、IL-1βが血管内皮細胞のIL-1R1

を介してmPGES-1の誘導に関わるという予測

のもと、IL-IL-1R1KOの海馬スライス初期培養

に対しKA刺激を加えたところ、予想に反して

mPGES-1の誘導は増加した。ところが、同初期

培養でアストロサイトにあるPGE2受容体EP3

は増加しなかった。以上より、血管内皮細胞

におけるmPGES-1の誘導には、IL-1β刺激が関

わるがIL-1R1を介していない可能性とIL-1β

以外の物質も関わっている可能性が示唆され

、アストロサイトにおけるEP3の誘導には

IL-1R1を介したIL-1β刺激が強く関わる可能

性が示唆された。これらの結果は、血管内皮

細胞で産生されたPGE2が神経細胞傷害を増強

するメカニズムとして重要な知見と考えられ

た。 

2 年次は、けいれん後の海馬神経細胞傷

害における IL-1R1 を介した IL-1βの修飾作

用を検証するために、WT と IL-1R1KO を用い

て、KA投与後の痙攣行動と海馬神経細胞脱落

を比較した。 

まず、WT（4 匹）と IL-1R1KO（4 匹）に

KA 20mg/kg を腹腔内投与し、投与後 4時間の

痙攣行動を観察し、10分ごとに 6段階に分類

して評価した。続いて、別の WT（4 匹）と



 

 

IL-1R1KO（4匹）に KA 30mg/kg を腹腔内投与

し、同様に評価を行った。KA 20mg/kg、KA 

30mg/kg のいずれにおいても、4 時間以内に

全身痙攣は認められず、それ以下の行動に関

しても両群に有意な差は認められなかった。

KA投与後の IL-1βの産生は 24時間がピーク

と考えられているため、数時間以内の痙攣行

動に差がないことは、妥当な結果と考えられ

た。 

次に、WT（3 匹）と IL-1R1KO（3 匹）を

用いて、KA 2ug/2ul を海馬内に微量注入し

48時間後の脳組織をニッスル染色し、海馬の

残存神経細胞数から神経細胞脱落を評価し

た。今回、両群に有意差は認めらなかったが、

個体数が尐なかったことから結論を出すに

至っていない。しかし、培養細胞の実験結果

と合わせて検証すると、海馬神経細胞傷害に

は IL-1R1を介さない IL-1βや IL-1β以外の

関与も考えられたため、今後多方面からさら

に検証が必要と思われた。これらの結果は、

血管（そこで産生される PGE2）が神経細胞傷

害を制御するメカニズムに対して重要な知

見になると考えられた。 

3年次は、IL-1β遺伝子欠損マウス(IL-1

βKO)と WTを用いて海馬スライス初期培養を

行い、KA投与による神経細胞傷害を Neu-N の

免疫染色と propidium iodide (PI) 染色によ

り比較したところ、WTの海馬では、コントロ

ールに比べて、KAを投与したものは CA3 領域

を中心に PIの取り込みは強まり、Neu-N の染

色は弱まることが確認された。しかし、IL-1

βKO の海馬では、コントロールですでに CA3

領域の Neu-N の染色はCA1 領域の染色に比べ

極端に弱く、また CA1 領域の染色が通常以上

に強まっていることがわかった。この傾向は、

KA を投与した場合も変化は見られなかった。

PI の取り込みは KA でやや強まる傾向を示し

たが、WTと比べるとその変化は小さかった。 

このように、コントロールの状態で、

IL-1βKO と WT の神経細胞の分布形態に変化

が見られたことから、アストロサイトの分布

や血管走行を GFAP、Tomato Lectin で染め分

け観察した。その結果、IL-1βKO の海馬組織

では WT で見られるような構築を維持してお

らず、ランダムなアストロサイトの増殖と血

管構築の乱れが認められた。mPGES-1 の発現

は、WT では KA を投与した場合はコントロー

ルに比べ、Tomato Lectin 染色部分で染色の

増強が認められたが、IL-1βKO では、KA を

投与による増強は観察されなかった。EP3 の

発現は、WT では KA を投与した場合はコント

ロールに比べ、GFAP 染色部分で染色の増強が

認められたが、IL-1βKO では、コントロール、

KA 投与いずれにおいても染色されなかった。

本研究結果は、IL-1βが mPGES-1 と EP3 の発

現制御に関わる可能性を示唆したが、神経細

胞、アストロサイト、血管の基本構造の構築

にも関与することが示唆された。 
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