
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６０７

基盤研究(C)

2014～2012

パーキンソン病におけるＰＧＥ２受容体の役割

The role of PGE2 receptors in Parkinson's disease

１０３０６６５７研究者番号：

松尾　由理（Ikeda-Matsuo, Yuri）

北里大学・薬学部・講師

研究期間：

２４５９０１２１

平成 年 月 日現在２７   ６ １９

円     4,100,000

研究成果の概要（和文）：我々は膜結合型プロスタグランジンＥ合成酵素-1（mPGES-1）が6-OHDA誘導パーキンソン病
（PD）モデルマウスの黒質ドパミン神経細胞脱落に寄与することを見出してきた。本研究では、mPGES-1が黒質ドパミ
ン神経細胞で発現誘導すること、また、これがPGE2産生を介して神経細胞死に寄与するだけでなく、ドパミン量の低下
、黒質線条体軸索投射の損傷、四肢の行動異常にも寄与することが明らかになった。さらに、PGE2の4つの受容体のう
ち、EP3受容体がドパミン神経細胞死に寄与することが、in vitro、in vivo PDモデルにて示唆された。Giを介したPKA
の不活性化が寄与すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Recently, we have found that microsomal PGE synthase (mPGES)-1 plays a crucial 
role in dopaminergic neurodegeneration in the 6-hydroxydopamine (6-OHDA) model of parkinson’s disease 
(PD). mPGES-1 was expressed in dopaminergic neurons, but not in microglia and astrocytes, in substantia 
nigra (SN). We found that mPGES-1 contributes not only to dopaminergic neuronal death through production 
of PGE2, but also to reduction in dopamine content, impairment of nitro-striatal projection and 
behavioral disorder assessed by Rotarod test. Furthermore, using in vitro and in vivo PD models, we found 
that EP3 receptors may have crucial role in mPGES-1 neurotoxicity. Results from excitotoxicity model in 
SH-SY5Y cells suggest that activation of EP3 receptor deteriorates Glutamate-induced apoptosis by 
inactivating PKA through Gi activation, followed by activation of caspases with modulation of Bcl-2. Thus 
EP3 receptor may have the key role in neuronal apoptosis after brain ischemia and also in PD.

研究分野：医歯薬学
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1． 研究開始当初の背景 
 

(1) パーキンソン病と炎症反応 
パーキンソン病（PD）はふるえと歩行障害
を伴う疾病で、人口の高齢化に伴い有病率は
増加している。しかし、現在の治療は、枯渇
したドパミン等を補充する対症療法であり、
進行を遅らせることが出来ないだけでなく、
精神・神経症状などの副作用の問題点が多い。
より有効な治療薬の開発のためには、中脳黒
質でのドパミン神経の脱落機序を解明するこ
とで、原因・増悪因子を同定し、それをター
ゲットとする必要がある。近年、PDの神経変
性悪化に、炎症反応、即ち、ミクログリアの
活性化や、サイトカイン、活性酸素等が寄与
することが数多く報告され、炎症と神経変性
の関係が注目されてきている。そこで我々は、
PD患者黒質での炎症性メディエーター、中で
もプロスタグランジン E2（PGE2）に着目した。 

 

(2) パーキンソン病と PGE2 
PGE2は PD患者の黒質にて産生されること
が知られているが、その機序や役割は不明で
あった。PGE2は、アラキドン酸から２段階の
酵素反応、即ち、COXとPGE2合成酵素（PGES）
により合成され、4つの受容体（EP1-EP4）に
作用する（図１）。ドパミン神経毒である
MPTPを用いた PDモデル動物において、ドパ
ミン神経細胞死にCOX-2が寄与することが示
唆されていた（Teismann et al., 2003）。しかし、
COX-2 は PGE2だけでなく、PGI2や PGD2、
TXA2 等の共通の合成酵素であり、COX-2 欠
損型マウスの結果は PGE2 抑制によるものと
は限らない。我々はこれまでに、脳梗塞をは
じめとする脳炎症モデルにおいて、PGE2 産
生の末端酵素である膜結合型 PGE2 合成酵素
（mPGES-1）が病態増悪因子であることを、
世 界 に 先 駆 け て 明 ら か に し て き た
（Ikeda-Matsuo et al. 2005, 2006）。さらに、我々
は脳梗塞モデルにおいて、mPGES-1が上流酵
素COX-2の毒性発揮に必須であること、即ち、
mPGES-1 と COX-2 が共役的に作用して、大
量の PGE2を産生することが、脳梗塞障害悪化
に寄与することを明らかにした（Ikeda-Matsuo 
et al. 2010a）。しかし、PDにおける mPGES-1
の役割は、それまで全く分かっていなかった。
PDにおける PGE2の役割を明らかにする目的
で、まず、神経毒 6-OHDAを用いた PDモデ
ル動物にて、黒質での mPGES-1の誘導を確認
するとともに、mPGES-1欠損マウスにてドパ
ミン神経脱落が野生型マウスに比べ低値であ
ることが分かった。本研究では、PDモデル動
物における mPGES-1 の更なる役割の解明と
下流効果器について検討した。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3) パーキンソン病と EP受容体 
mPGES-1 から産生される PGE2が作用する
下流効果器には、4 つの異なる細胞内情報伝
達系を持つ受容体（EP1-EP4）がある（図１）。
我々はこの中でも、EP3 受容体が脳虚血後の
神経細胞死に寄与することを、脳梗塞モデル
にて明らかにした（Ikeda-Matsuo et al. 2010b, 
2011）。そこで、PD モデルでのドパミン神経
脱落にも、EP3 受容体が寄与するのではない
かと考え検討を試みた。 
 
2． 研究目的 

 

本研究では、PDの神経変性機序の解明、及
び、有効な治療薬ターゲット分子の同定を最
終目標として、PGE2の PDにおける役割の解
明を試みた。我々は既に、PD において PGE2

合成酵素 mPGES-1 がドパミン神経細胞死を
促進することを明らかにしていたので、本研
究では、mPGES-1の役割の更なる解明とその
下流効果器の同定を試みた。 

 

(1) In vivo マウス PD モデルを用いた
mPGES-1役割の解析 

(2) In vivoマウス PDモデルを用いた EP受容
体発現の解析 

(3) ドパミン神経細胞・神経芽細胞腫を用い
た EP受容体役割の解析 

(4) In vivoマウス PDモデルを用いた EP受容
体役割の解析 

(5) ドパミン神経芽細胞腫（SH-SY5Y細胞）
を用いた EP受容体下流毒性機序の解析 
 

mPGES-1阻害や受容体阻害により黒質神経
変性が改善されれば、新たな PD 治療法に結
びつくと確信している。 
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図１．PGE2生成経路と受容体 



3． 研究の方法
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野生型マウス（
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に 2 μg/μl 6
同様に

 
 

(2) mPGES
黒質を採取し
理後、
た。さらに、
PCRを行った

 
 

(3) Western boltting
黒質或いは培養細胞を
アクリルアミドゲルにて電気泳動した。
膜に転写し、
て抗原抗体反応を行った。
を反応させ

 
 

(4) 脳切片の蛍光染色
全身還流固定後、脳を摘出し
トにて黒質部位を
理、ブロッキング後、
体反応を行った。蛍光標識
共焦点レーザー顕微鏡で解析した。

 
 

(5) PGE
黒質よりプロスタノイドをメタノール抽出し、
或いは、細胞の培養上清を用いて、市販の
キットにて、

 

(6) ドパミン、
線条体を採取し、除タンパク後、
ドパミン、

 
 

(7) ローターロッド法
6-OHDA
ーロッドにて経時的に測定した。
与前日
16 rpm 1
落下するまでの時間を計測した。

 
 

(8) 中脳
胎生
を摘出し
RBNM
ングし
cells/cm
た。その後
7 日間培養後
回収して各検討に用いた。

 
 

研究の方法 
 

PDモデル動物の作成
雄性 C57BL/ 6 マウス（

mPGES-1欠損型
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2 μg/μl 6-OHDA
同様に溶媒を投与した。

 
 

mPGES-1 mRNA
黒質を採取し、mRNA
理後、逆転写キットを用いて
た。さらに、SYBR 
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Western boltting
或いは培養細胞を

アクリルアミドゲルにて電気泳動した。
に転写し、ブロッキング後、特異的抗体に
て抗原抗体反応を行った。
を反応させ化学発光を検出した。

 
 

脳切片の蛍光染色
全身還流固定後、脳を摘出し
トにて黒質部位を
理、ブロッキング後、
反応を行った。蛍光標識
共焦点レーザー顕微鏡で解析した。

 
 

PGE2量の測定
黒質よりプロスタノイドをメタノール抽出し、
或いは、細胞の培養上清を用いて、市販の
キットにて、PGE

 

ドパミン、DOPAC
線条体を採取し、除タンパク後、
ドパミン、DOPAC

 
 

ローターロッド法
OHDA 投与したマウスの運動能力をロータ
ーロッドにて経時的に測定した。
与前日に馴化を 3
16 rpm 1分、20 rpm 4
落下するまでの時間を計測した。

 
 

中脳神経細胞の
胎生 14 日齢のラットまたはマウス
を摘出し分散した後、
RBNM 培地を用いて、
ングした dish, glass,
cells/cm2で播種し、
その後 3日ごとに培地を
日間培養後 6-OHDA
回収して各検討に用いた。

 
 

 

モデル動物の作成 
マウス（22-27 g
欠損型マウス（mPGES

受容体欠損型マウス（EP3 KO
WT）を用い、

ン麻酔下、脳定位固定装置を用いて線条体内
OHDAを 2 μl投与した。
投与した。 

1 mRNAの解析 
mRNAを抽出した。

逆転写キットを用いて
SYBR Green法により、

 

Western boltting法による蛋白質発現
或いは培養細胞をホモジナイズ後、

アクリルアミドゲルにて電気泳動した。
ブロッキング後、特異的抗体に

て抗原抗体反応を行った。HRP
化学発光を検出した。

脳切片の蛍光染色 
全身還流固定後、脳を摘出し
トにて黒質部位を 20 μmで薄切した。透過処
理、ブロッキング後、特異的抗体にて
反応を行った。蛍光標識二次抗体
共焦点レーザー顕微鏡で解析した。

量の測定 
黒質よりプロスタノイドをメタノール抽出し、
或いは、細胞の培養上清を用いて、市販の

PGE2量を測定した。
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(10) MTT assay 
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を溶解し、プレートリーダー
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． 研究成果 
 

 In vivo マウス
mPGES-1役割の解析
 

6-OHDA線条体投与
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図２．6-OHDA

細胞の培養 
細胞は、10%FBS

にて継代維持した。グルタミン酸や６－
等の薬物刺激の 3時間前より無血清培

地に変更し、刺激 24～72時間後に実験に用い

 
250 μg/ml MTTとなるように細胞培養液に加

℃で反応させた。その後、細胞
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