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研究成果の概要（和文）：PGE2はミクログリアの生存率を低下させた。この生存率低下はアポトーシスによるものであ
った。ミクログリアのアポトーシスはEP2アゴニストbutaprostとEP4アゴニストPGE1 alcoholによっても誘導された。
しかし、PGE2による生存率低下はEP1-EP4のすべてのアンタゴニストによる影響を受けなかった。他方、PGE2による生
存率低下はGSK-3阻害薬SB216763により抑制された。さらにPGE2はGSK-3のリン酸化レベルを低下させた。以上の結果か
らPGE2はミクログリアにアポトーシスを引き起こし、このアポトーシスにはGSK-3が関与している可能性があることが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：PGE2 reduced cell viability in cultured rat microglia.  This reduction in cell via
bility was due to apoptosis.  Microglial apoptosis was also induced by two PGE2 receptor agonists, an EP2 
agonist butaprost and an EP4 agonist PGE1 alcohol.  However, PGE2-reduced cell viability was not reversed 
by EP1 - EP4 antagonists.  On the other hand, PGE2-reduced cell viability was reversed by GSK-3 inhibitor 
SB216763.  In addition, phsophorylated GSK-3 level was reduced by PGE2.  There data suggest that PGE2 indu
ces apoptosis in microglia, and this apoptosis is involved in GSK-3.
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１．研究開始当初の背景 
 
ミクログリア 
ミクログリアはアストロサイトや神経細胞
などと共に脳を構成する細胞の１つである。
ミクログリアは脳内における免疫担当細胞
として知られ、遊走 (migration)、貪食 
(phagocytosis)、増殖 (proliferation)、サ
イトカイン遊離 (cytokine release)などの
細胞機能(microglial function)を持つ (J. 
Biochem. (Tokyo), 130, 169-175, 2001; Glia, 
53, 67-73, 2006)。 
 
アルツハイマー病とミクログリア 
アルツハイマー病は amyloid β の沈着と、
それに伴う神経細胞死 (neuronal cell 
death) に よ っ ておこる認知症である 
(Science, 297, 353-356, 2002)。amyloid β
沈着の周辺にはミクログリアの集積が確認
されており、このミクログリアは amyloid β
を貪食し、除去していると考えられている 
(Brain Res. Rev., 48, 234-239, 2005)。ま
た、ミクログリアの遊走が阻害されると、ミ
クログリアの amyloid β への集積がなくな
り、amyloid β沈着が増加すると報告されて
いる (Nat. Med., 13, 432-438, 2007)。一
方、amyloid βによりミクログリアは腫瘍壊
死因子 (tumor necrosis factor-α, TNF-α)
や一酸化窒素 (nitric oxide, NO)といった
細胞障害性因子を産生するようになり、この
ことが神経細胞を死に至らしめるとも考え
られている (J. Neurosci., 25, 2566-2575, 
2005; J. Neurosci., 27, 5394-5404, 2007)。
したがって、ミクログリアの貪食や遊走を亢
進させ、細胞障害性因子の遊離を抑制すると、
アルツハイマー病を治療できる可能性があ
る。 
 
アルツハイマー病と prostaglandin E2 (PGE2) 
ヒトのアルツハイマー病患者の脳脊髄液中
の PGE2量は健常者に比べて多く (Neurology, 
53, 1495-1498, 1999)、PGE2 合成に関わる
COX-2、mPGES-1 の発現量も上昇している 
(Neuroscience, 87, 319-324, 1998; 
Alzheimers Dement., 4, 6-13, 2008)。アル
ツハイマー病のモデル動物であるAPPトラン
スジェニックマウスにおいては、PGE2受容体
の一つ EP2 の発現量が上昇している (Ann. 
Neurol., 64, 304-314, 2008)。また、COX 阻
害薬である ibuprofen は amyloid β の沈着
を抑制し (J. Neurosci., 23, 7504-7509, 
2003)、EP2 ノックアウトによっても amyloid 
β の沈着が抑制されている (J. Neurosci., 
25, 10180-10187, 2005)。これらの報告から、
アルツハイマー病に PGE2 が関与している可
能性は高いと考えられる。 
 
 
 
 

２．研究の目的 
 
PGE2 は EP2 を介して培養ミクログリアの
amyloid β 貪食を減少させた (Brain Res., 
1323, 11-17, 2010)。また、PGE2は EP2 を介
して培養ミクログリアのATPによる遊走も減
少させた (Brain Res., 1221, 1-5, 2008)。
これらの研究成果から、PGE2は EP2 を介して
ミクログリアに作用し、アルツハイマー病を
悪化させている可能性があると考えられる。 
まずはアルツハイマー病と PGE2 とミクロ
グリアとの関係をさらに調べるために、PGE2
のミクログリア生存に対する影響について
検討した。 
 
 
３．研究の方法 
 
0-2 日齢のラット大脳皮質よりグリア細胞を
調製し、14-28 日間の培養後、ミクログリア
を単離培養した。培養ミクログリアに PGE2
もしくは EP1-EP4 アゴニスト、EP1-EP4 アン
タゴニストを処置した。薬物処置後の細胞の
生存は MTT法および培地中への LDHの遊離量
を測定することにより行った。アポトーシス
は DNA の断片化を電気泳動にて検討し、さら
に PARP の分解をウエスタンブロットで検討
することで行った。GSK-3 の活性はそのリン
酸化レベルをウエスタンブロットで検出す
ることで行った。 
 
 
４．研究成果 
 
PGE2はミクログリアにアポトーシスを誘導し
た 
PGE2のミクログリア生存に対する影響につい
て検討した。 培養ミクログリアの生存につ
いては MTT 法で検討した。ミクログリアの生
存率は10-6 M以上の PGE2の12-24時間処置に
より減少した。6 時間の処置では 10-5 M まで
の濃度が生存率に影響をあたえることはな
かった。 
この生存率低下が細胞死によるものなの
か、増殖を抑制したものなのかを判断するた
め、培地中へのLDHの遊離について検討した。
すると、10-6 M 以上の PGE2の 24 時間処置に
より LDH 遊離が増加した。したがって、PGE2
による生存率低下は細胞死を誘導している
ものと考えられた。PGE2による細胞死がアポ
トーシスかどうかを判断するため、DNA の断
片化について検討を行った。すると、PGE2は
DNA の断片化を誘導した。PGE2によるアポト
ーシスは、PGE2により PARP の分解が促進され
たことからも裏付けられた。PGE2によるアポ
トーシスにどのcaspaseが関与してるかどう
か調べるため、caspase 阻害薬を用いて検討
した。10 種類の caspase 阻害薬(Z-VAD-FMK、
Z-WEHD-FMK 、 Z-VDVAD-FMK 、 Z-DEVD-FMK 、
Z-YVAD-FMK 、 Z- VEID-FMK 、 Z-IETD-FMK 、



Z-LEHD-FMK、Z-AEVD-FMK、Z-LEED-FMK)を 10-5 
M まで検討したが、どれも PGE2による生存率
低下に影響を与えなかった。 
以上の結果から、PGE2によるミクログリア
の生存率低下はcaspase非依存的なアポトー
シスによるものであることが示唆された。 
 
PGE2は既報の EP 受容体に作用せずにアポト
ーシスを誘導した 
PGE2 による生存率低下は、PGE2 の受容体
EP1-EP4 の各アンタゴニスト、SC-51322、
AH6809、L-798,106、GW627368X の 10-5 M まで
による影響を受けなかった。 
一方、EP2 アゴニスト butaprost、EP4 アゴ
ニスト PGE1 alcohol の各 10

-6 M はミクログリ
アの生存率を減少させたが、EP1 アゴニスト
17-phenyl trinor PGE2、EP3 アゴニスト
sulprostone の各 10-6 M は影響を与えなかっ
た。同様に、butaprost、PGE1 alcohol は LDH
遊離、DNA断片化、PARPの分解を誘導したが、
これらの誘導は 17-phenyl trinor PGE2、
sulprostone 処置では認められなかった。ま
た EP1から EP4までの選択的アゴニストのう
ち、butaprost は細胞内 cAMP 量の増加を誘導
したが、PGE1 alcohol、17-phenyl trinor PGE2、
sulprostone 処置では認められなかった。 
 以上の結果を考察すると、PGE2 は既報の
EP1-EP4 のいずれかに作用してアポトーシス
を誘導したとは考えにくい。 
 
PGE2による生存率低下には GSK-3 が関与して
いる可能性がある 
PGE2によるミクログリアのアポトーシスに関
わる分子を見つけるため、様々な薬物の生存
率に対する影響を調べた。すると、PGE2によ
る神経細胞のアポトーシスに関与が報告さ
れている GSK-3 の阻害薬である SB216367 は
PGE2によるミクログリアの生存率低下を抑制
した。さらに GSK-3 のリン酸化に関与する可
能性のあるセリンスレオニンホスファータ
ーゼの阻害薬である okadaic acid によって
も PGE2による生存率低下が抑制された。一方
で、チロシンホスファターゼの阻害薬である
orthovanadate、PGE2による線維芽細胞のアポ
トーシスに関与が報告されている PTEN の阻
害薬である bpV(pic)、ネクローシスの阻害薬
である necrostatin-1、プロスタグランジン
ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 阻 害 薬 で あ る
bromocresol green、EP1 のセカンドメッセン
ジャーである Ca2+のキレーターの BAPTA-AM、
EP2 の細胞内シグナルに関与するアデニル酸
シクラーゼの阻害薬の SQ22536、EP4 経路に
関与することが報告されている PI3K の阻害
薬の LY294002 は、いずれも PGE2による生存
率低下に影響を与えなかった。 
以上の結果から、PGE2によるミクログリア
のアポトーシスにGSK-3が関与している可能
性が考えられた。 
そこで GSK-3 の 活性化を GSK-3 のリン酸
化レベルにて判断した。GSK-3 のリン酸化レ

ベルの測定はウエスタンブロットにより行
った。リン酸化 GSK-3α およびリン酸化
GSK-3βは PGE2の用量依存的に減少した。こ
の減少はPGE2処置後1時間において確認され、
この処置時間では細胞死は認められなかっ
た。さらに、PGE2のリン酸化 GSK-3 レベル減
少の効果がどの受容体を介しているのかを
検討するために、同様の検討を PGE2の代わり
に EP1から EP4までの選択的アゴニストを用
いて行った。しかし、EP1 から EP4 までいず
れの選択的アゴニストもリン酸化 GSK-3 α
およびリン酸化 GSK-3βの発現量に影響を与
えなかった。  
以上の結果は、PGE2のアポトーシスは EP1
から EP4までのいずれのアンタゴニストによ
っても抑制されないことと矛盾はしない。し
たがって、PGE2によるアポトーシスは EP1 か
ら EP4 までの受容体を介さず、GSK-3 のリン
酸化レベルを低下させることで 誘導される
ものである可能性が考えられる。ただし、
GSK-3 のリン酸化レベルに対する影響は EP2
アゴニストの butaprost と EP4 アゴニストの
PGE1 alcohol では認められず、一方で
butaprost と PGE1 alcohol はアポトーシスは
誘導した。このことは GSK-3 の活性化とアポ
トーシスが単純に関連しないことを示唆し
ており、さらなる詳細な検討が必要であると
考えられる。 
 
今回の結果から、アルツハイマー病において
もミクログリアの生存は PGE2 により調節さ
れている可能性が考えられる。PGE2はミクロ
グリアの貪食なども抑制していることから、
PGE2シグナルはアルツハイマー病を悪化させ
ている可能性があり、したがって、PGE2シグ
ナルを抑制することはアルツハイマー病の
改善につながる可能性がある。 
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